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POVZETEK 
Cerebrovaskularne bolezni predstavljajo velik javnozdravstveni problem in vključujejo 
bolezenska stanja, ki prizadenejo možganske žile in pretok krvi skozi možgane. Največjo 
smrtnost povzročata možganska kap in demence, med katerimi sta najpogostejši 
Alzheimerjeva bolezen in vaskularna demenca. Na tržišču je že prisotnih veliko zdravilnih 
učinkovin, ki upočasnijo možgansko degeneracijo, vendar je zaenkrat še ne ustavijo, ker 
možganski sistem zaradi svoje posebnosti v zgradbi, funkciji in selektivni prepustnosti 
predstavlja velik izziv pri načrtovanju novih zdravilnih učinkovin. 
Namen magistrske naloge je bil raziskati učinek dveh izvlečkov (pod zaščitenim imenom 
Belinal®) iz vej bele jelke (Abies alba) na delovanje izoliranih človeških možganskih arterij. 
Delovanje izvlečkov smo primerjali z učinki standardnega izvlečka ginka EGb 761®. Za 
primerjavo smo se odločili, ker bi naj poleg antioksidacijskega učinka, ginko pozitivno 
deloval tudi na kognitivne funkcije in relaksiral arterije in s tem povečal pretok krvi skozi 
možgane ter tako pripomogel k izboljšanju spomina. Predvidevali smo, da bosta tudi 
izvlečka iz vej bele jelke relaksirala možganske arterije. Za mehanizem delovanja smo 
predvidevali, da je povezan z delovanjem v žilnem endoteliju in sicer z aktivacijo sistema 
eNOS in zaviranjem nastajanja kisikovih radikalov. 
S pomočjo naprave za delo z izoliranimi žilami in DMT napravo smo merili izometrično silo 
krčenja žilnih obročkov in preučevali njihov odziv po štirih protokolih. Poskušali smo 
ugotoviti, ali izvlečka relaksirata žilne obročke (protokol 1), mehanizem delovanja (protokol 
2), vpliv izvlečkov na vnetje (protokol 3) in učinek obeh izvlečkov na žilne obročke po 
inkubaciji (protokol 4).  
Ugotovili smo, da oba izvlečka iz vej bele jelke relaksirata žilne obročke v nasprotju z 
ginkom, ki jih krči. Mehanizem po katerem izvlečka relaksirata žilne obročke ni značilno 
povezan z aktivacijo sistema eNOS. Izvleček iz vej bele jelke z višjo vsebnostjo lignanov 
bolj relaksira žilne obročke kot tisti z nižjo vsebnostjo. 
Izvlečka iz vej bele jelke sta pokazala učinkovitost pri relaksaciji človeških možganskih 
arterij in bi lahko v prihodnosti imela pomembno vlogo pri zdravljenju in preprečevanju 
cerebrovaskularnih bolezni. 
 
Ključne besede: bela jelka, belinal, ginko, možganske arterije, relaksacija 
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ABSTRACT 
Cerebrovascular diseases present a major public health problem and include conditions that 
affect cerebral vessels and blood flow through the brain. The highest mortality is caused by 
stroke and dementias, among which Alzheimer’s disease and vascular dementia are the most 
common. There are already many active pharmaceutical ingredients on the market that slow 
down brain degeneration, but at the moment they can't prevent it, because the brain system, 
due to its special features in its structure, function and selective permeability, presents a 
major challenge in the design of new active pharmaceutical ingredients. 
The purpose of the master’s thesis was to determine the effects of two extracts (Belinal®) 
from the branches of the silver fir (Abies alba) on the functioning of isolated human brain 
arteries. The effects of the extracts were compared with the standard ginkgo EGb 761® 
extract. We decided to compare both extracts with ginkgo, because it is declared to relax 
brain arteries. We assumed both extracts from branches of silver fir would also relax the 
brain arteries. For the mechanism of action, we assumed that it was related to the action in 
the vascular endothelium by activating the eNOS system and inhibiting the formation of 
oxygen radicals. 
We measured the isometric force of the contraction of vascular rings with the help of a device 
of working with isolated vessels and a DMT device. We examined their response according 
to the four protocols. We tried to determine whether the extracts caused contraction or 
relaxation of the vascular rings (protocol 1), the mechanism of action (protocol 2), the effects 
of extracts on inflammation (protocol 3) and the effects of both extracts on vascular rings 
after incubation (protocol 4).  
We found that both extracts caused relaxation of the vascular rings in the contrast to ginkgo, 
which contracted the rings. The mechanism by which the extracts relaxes the vascular rings 
is not significantly related to the activation of the eNOS system. Extract from branches of 
silver fir with higher content of lignans relaxes vascular rings more than extract with lower 
content. 
Extracts from branches of silver fir showed effectiveness in the relaxation of human brain 
arteries and could have an important role in treatment and prevention of cerebrovascular 
diseases in the future. 
Key words: silver fir, belinal, ginkgo, brain arteries, relaxation  
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1 UVOD 
Cerebrovaskularne bolezni (CVB) v današnji družbi predstavljajo resen javnozdravstveni 
problem. CVB so drugi najpogostejši vzrok smrti, takoj za kardiovaskularnimi boleznimi 
(slika 1). Prav tako postajajo glavni razlog za invalidnost oziroma nezmožnosti 
samostojnega življenja. S staranjem prebivalstva se število obolelih še povečuje. Vsako leto 
zaradi CVB na svetu umre okoli 7 milijonov ljudi. Možgansko kap (spada med CVB) letno 
doživi okoli 15 milijonov ljudi po vsem svetu. Med temi 5 milijonov ljudi umre, nadaljnjih 
5 pa postane invalidnih. Kap se pogosteje pojavlja pri starejših ljudeh, ki imajo hkrati visok 
krvni tlak, kadilcih in ljudeh z atrijsko fibrilacijo. CVB pomembno prispevajo k nastanku 
demenc, med katerimi sta najpomembnejši Alzheimerjeva bolezen (okoli 80% vseh 
demenc), in vaskularna demenca (15-17% vseh demenc). Čeprav se tudi demence pojavljajo 
predvsem pri starejši populaciji lahko trdimo, da ne spadajo med normalne procese staranja. 
Po podatkih iz leta 2015, na svetu živi približno 50 milijonov ljudi, ki imajo demenco. 
Število naj bi do leta 2030 naraslo na 81 milijonov, do leta 2050 pa na kar 152 milijonov. 
Demence ne predstavljajo le velikega finančnega stroška, temveč terjajo tudi čustven in 
fizičen davek družinskih članov obolelih, saj je sposobnost osebe z demenco za samostojno 
življenje po zagonu bolezni le redkokdaj uspešna. Vsem tem boleznim je skupno, da 
predstavljajo visoko zdravstveno, socialno in finančno breme zaradi visoke pojavnosti in 
smrtnosti. Predstavljajo veliko družbenih in znanstvenih izzivov današnjega časa, predvsem 
na področju zdravljenja (1). 
 
Slika 1: 10 najpogostejših vzrokov za smrt, za obdobje 2000 – 2016.                                         
(Povzeto in prirejeno po: World Health Organization, Geneva, 2018)                          
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1.1 CEREBROVASKULARNE BOLEZNI   
CVB so heterogena skupina motenj, ki jim je skupen oviran pretok krvi skozi možgane. 
Sprememba krvnega pretoka lahko trajno ali začasno vpliva na možganske funkcije. CVB 
delimo na ishemične dogodke in cerebralne krvavitve. Približno 80% vseh CVB je 
ishemičnih, večina pa je povezana z aterosklerozo. Tveganje za ishemični dogodek se 
povečuje s starostjo in je povezano s previsokim krvnim tlakom, sladkorno boleznijo, 
previsokim holesterolom, previsoko telesno maso in kajenjem (2). Stanja, ki spadajo pod 
CVB vključujejo:  
- Možgansko kap, 
- tranzitorne ishemične napade - atake (TIA), 
- anevrizme, 
- vaskularne malformacije, 
- demence (3). 
1.1.1 Možganska kap 
Za možgansko kap je značilen žariščni izpad funkcij možganov zaradi motnje prekrvavitve. 
Glede na vzrok nastanka ločimo: 
- Možganski infarkt (80% vseh kapi), 
- možgansko krvavitev (12% vseh kapi), 
- subarahnoidno krvavitev (8% vseh kapi). 
Možganski infarkt (MI) nastane zaradi ishemije, ki ji sledi odmiranje možganskega tkiva. 
Zajame lahko področje določene arterije, možgansko tkivo med področji posameznih arterij, 
ali pa le malo področje bele substance. MI ponavadi doživijo ljudje, stari nad 60 let. 
Pojavnost MI narašča s starostjo. Kakšne bodo posledice MI je odvisno od stopnje in trajanja 
ishemije ter učinkovitosti kolateralnega obtoka. MI delimo na embolični in trombotični tip. 
Za embolični tip je značilna tromboembolija, ki jo povzroči strdek, ki pride od drugod. 
Najpogostejši vir strdka so aterosklerotične arterije, ali pa strdek iz levega srca, ki tam 
nastane kot posledica akutnega srčnega infarkta, atrijske fibrilacije ali poškodb na 
zaklopkah. Trombotični tip je posledica napredovane ateroskleroze v cerebralnih in vratnih 
arterijah, kjer nastane strdek in zamaši arterijo. V primeru, da se strdek hitro razgradi, takšne 
motnje povzročijo le manjše nevrološke izpade, ki večinoma trajajo samo nekaj minut. Te 
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izpade imenujemo »tranzitorne ishemične atake« (TIA) ali »prehodne ishemične motnje«, 
ki praviloma ne trajajo dlje kot 24 ur. Vendar pa se pri 15 do 30% pacientov s TIA kasneje 
razvije MI. Največje tveganje za pojav MI je v obdobju 2 mesecev po pojavu TIA (4,5). 
 
Možganska krvavitev (MK) je posledica izlitja krvi v možgansko tkivo. MK ni tako 
pogosta kot MI, vendar je zaradi posledic veliko hujša in ima večjo smrtnost. Starost 
bolnikov je lahko pri MK zelo različna. Pri bolnikih z dolgotrajno hipertenzijo se razvije 
zaradi počene anevrizme, ki se v teh primerih pojavi na možganskih žilah. Pri bolnikih z 
Alzheimerjevo boleznijo lahko amiloid pripomore k poškodbi žile (amiloidna angiopatija). 
Redki vzroki za nastanek MK so arteriovenske malformacije in jemanje antikoagulantov 
(zdravila, ki preprečujejo ali zavirajo strjevanje krvi). Zaradi poškodbe žilne stene kri vstopi 
v možganski parenhim in nastane hematom (lokalizirano zbiranje krvi zunaj krvnih žil). 
Posledično se poveča znotrajlobanjski pritisk (intrakranialni tlak), kar lahko pripelje do 
glavobola in izgube zavesti. 
 
Subarahnoidna krvavitev se v povprečju pojavi okoli 50. leta starosti. V 80% gre za 
počeno anevrizmo ene izmed arterij Willisovega kroga. To se ponavadi zgodi brez 
prepoznavnih sistemskih vzrokov. Anevrizme lahko obstajajo že od rojstva, ali pa nastanejo 
pozneje. Kri, ki se ob počenju izlije draži meninge (možganske ovojnice). Simptomi se 
pojavijo takoj, v ospredju je izrazito hud glavobol, ki ga spremljajo bolečine v vratu, slabost, 
bruhanje in motnje zavesti. Glavobol pri subarahnoidni krvavitvi opisujejo kot najhujši 
nasploh. Nevrološki izpadi so posledica izlitja krvi v možgansko tkivo ali spazma arterij na 
možganski bazi. Do tega pride zaradi mehaničnih dejavnikov, ki vplivajo na žilno steno in 
draženja, ki ga povzročajo sestavine izlite krvi. Posledično pride do ishemije v različnih 
možganskih področjih, kar se kaže tudi v kliničnih znakih (hud glavobol, bolečine v vratu, 
bruhanje…) (4). 
1.1.2 Demenca 
Demenca je kronična napredujoča bolezen upada višjih možganskih funkcij med katere 
štejemo mišljenje, spomin, razumevanje, orientacijo, govorno izražanje in sposobnost 
presoje. Demence so večinoma progresivne in ireverzibilne. Najpogostejša oblika demenc 
je Alzheimerjeva bolezen (70 - 80 % vseh demenc). Med ostalimi oblikami demenc poznamo 
še demenco Lewyjevih telesc, vaskularno demenco in frontalno-temporalno demenco. Za 
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demenco zbolevajo predvsem ljudje po 65. letu starosti. Kar 60% starostnikov pa ima 
demenco po 90. letu starosti. Prvi znak bolezni je izguba spomina. V zgodnji fazi bolezni je 
prizadet spomin na nedavne dogodke. Spomin za bolj oddaljene dogodke je prizadet v 
kasnejših fazah bolezni, v zgodnjih pa je ohranjen. Pacient ima pogosto težave z orientacijo, 
sprva v času, kasneje tudi v prostoru. Bolezen spremljajo tudi otežena sposobnost besednega 
izražanja, učenje novih vsebin in presoja. Mišljenje je togo in osiromašeno (6). 
 
Vaskularna demenca (VD) se razlikuje od drugih oblik demence kot posledica poškodbe 
možganskega tkiva zaradi motenega krvnega pretoka. Največkrat nastane zaradi MI in 
zoženih ali kronično poškodovanih možganskih žil. Po etiologiji je približno 15-17% vseh 
demenc vaskularnih. Pogostost VD narašča s starostjo, pri čemer se tveganje podvoji 
približno vsakih 5 let. Dejavniki tveganja za razvoj VD so: hipertenzija, hiperlipidemija, 
sladkorna bolezen in kajenje (7). 
Alzheimerjeva bolezen (AB) je kronična progresivna nevrodegenerativna bolezen, pri 
kateri so v ospredju znaki demence. Pri AB se degenerativne spremembe sprva začnejo v 
področjih, pomembnih za nastanek kratkotrajnega spomina. Prva znamenja bolezni so 
pozabljivost, nemirnost in motnje v presoji. Za razvito bolezen je značilna izguba spomina 
za bolj oddaljene dogodke, neorientiranost v času in prostoru, nesposobnost skrbeti zase in 
upad spoznavnih funkcij. Starost je največji dejavnik tveganja za pojav AB, ki se redko 
pojavi pred 65. letom (8). Za AB so značilne patološke spremembe, ki jih imenujemo 
amiloidni plaki in nevrofibrilarne pentlje, na katerih temelji potrditev diagnoze te bolezni. V 
možganih bolnikov pride do zvečanja stranskih ventriklov in atrofije možganskih vijug. V 
končni fazi to vodi do propada pomembnih nevrotransmitorskih sistemov, pri čemer se 
zmanjša holinergični, noradrenergični in serotoninergični prenos v področjih, ki jih 
oživčujejo. Nevrodegenerativne spremembe in znižanje holinergičnega prenosa v 
hipokampusu vodijo v motnje prehajanja kratkotrajnega v dolgotrajni spomin (4). 
1.2 ANATOMSKA ZGRADBA MOŽGANSKIH ARTERIJ 
Kri doseže možgane skozi par arterij, A. vertebralis, vertebralni arteriji, ki se združita v A. 
basilaris, bazilarno arterijo. Slednja na možganski bazi skupaj z A. carotis interna, notranjo 
karotidno arterijo tvori anastomozo (zveza dveh delov, ki omogoča njuno medsebojno 
povezanost), imenovano Willisov krog. V sprednjem delu je sestavljen iz A. cerebri anterior, 
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sprednje možganske arterije in veje A. carotis interna,  notranje karotidne arterije, ki so med 
seboj povezane z A. communicans anterior, sprednjo komunikantno arterijo. Zadnji del 
tvorita A. cerebri posterior, zadnji možganski arteriji in veje A. basilaris, bazilarne arterije, 
ki so na vsaki strani povezane z A. carotis interna, notranjo karotidno arterijo, preko A. 
communicans posterior, zadnje komunikantne arterije.  
Iz Willisovega kroga izhajajo A. cerebri anterior, A. cerebri media in A. cerebri posterior 
(sprednja, srednja in zadnja možganska arterija), ki dostavljajo kri bogato s kisikom in hranili 
različnim možganskim predelom (9). 
 
 
Slika 2: Arterije Willisovega kroga                                                                                          
(Povzeto in prirejeno po: Shahan, 2017) 
                                                                               
1.3 HISTOLOŠKA ZGRADBA MOŽGANSKE ŽILNE STENE 
Stena možganskih arterij in arteriol je sestavljena iz treh plasti: notranji sloj predstavlja 
tunica intima, ki jo sestavlja en sloj endotelijskih celic (EC) in notranja elastična lamina 
(NEL). Srednji sloj je tunica media, ki vsebuje večinoma gladke mišične celice (GMC) z 
nekaj elastina in kolagenskih vlaken. Najbolj zunanja plast je tunica adventitia, sestavljena 
večinoma iz kolagenskih vlaken in fibroblastov. Za razliko od sistemskih arterij, možganske 
arterije nimajo zunanje elastične lamine, temveč imajo dobro razvito NEL. Stena 
možganskih arterij je tanjša zaradi odsotnosti zunanje elastične lamine, manj razvite tunice 
adventitie in manjšega števila GMC. Posebnost možganskih žil je, da jih obdaja krvno-
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možganska pregrada, ki je sestavljena večinoma iz astrocitov. Ti preprečujejo neposredno 
prehajanje snovi med krvjo in možganovino (10). 
 
 
Slika 3: Zgradba možganske arterijske stene.                                                                               
(Povzeto in prirejeno po: Blausen, 2014) 
                                                                
1.4 KRVNO-MOŽGANSKA PREGRADA 
Krvno-možganska pregrada ali hematoencefalna bariera (HEB) (angleško: blood-brain 
barrier – BBB) sestoji iz celičnih elementov v centralnem živčnem sistemu. V principu 
omejuje neposredno prehajanje različnim snovem in mikroorganizmom iz krvi v možganska 
tkiva. Pri tem pa omogoča prehod snovem, ki so nujno potrebne za metabolno funkcijo 
živčnega tkiva (npr. kisik) (11). HEB je sestavljena iz možganskih endotelijskih celic, 
astrocitov, bazalne membrane ter pericitov in nevronov, ki so v neposredni bližini endotelija. 
Možganske endotelijske celice povezujejo tesni stiki. Ti preprečujejo prehod molekulam in 
ionom skozi medcelični prostor in jih usmerijo, da prehajajo skozi celice s pomočjo pasivne 
difuzije ali aktivnega transporta (12). HEB v osnovi sestavlja velika gostota EC, ki je 
nekajkrat večja kot pri drugih endotelijih v telesu. Podaljški astrocitov (imenovani tudi glia 
meja) obdajajo endotelijske celice HEB in poskrbijo za izmenjavo snovi za živčne celice.  
HEB predstavlja zelo učinkovito prepreko med krvjo in možganskim tkivom ter ima 
pomembno vlogo pri varovanju možganov pred številnimi bakterijskimi okužbami. Zaradi 
te vloge so bakterijske okužbe možganov zelo redke, v nasprotju pa lahko nekateri virusi 
lažje prehajajo HEB. Za učinkovine je prehajanje HEB zelo oteženo in je glavna ovira pri 
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načrtovanju novih zdravilnih učinkovin (ZU) za zdravljenje možganskih bolezni. Mnoge ZU 
ne prehajajo HEB v zadostnih količinah, zato uporabljamo različne sisteme za vnos ZU v 
možgane. Dober sistem za prehod čez HEB predstavlja nanotehnologija. Z uporabo 
nanodelcev vgrajenih v liposome, je mogoč lažji prehod čez HEB (11). 
HEB ni samo mehanska ovira temveč je tudi prostor, kjer se odvijata metabolizem in prenos 
snovi s pomočjo prenašalcev. Hranila (glukoza, aminokisline in ketonska telesa) prehajajo 
HEB s pomočjo posebnih prenašalcev, medtem ko večje molekule (inzulin, leptin, 
transferin) prehajajo z receptorsko pogojeno endocitozo. HEB preprečuje prehod večini ZU, 
z izjemo manjših hidrofilnih molekul z maso manjšo od 150 Da in močno lipofilnih molekul 
z maso manjšo od 400-600 Da, ki lahko preidejo HEB s pomočjo pasivne difuzije. Molekule, 
ki prehajajo HEB so: opiati (morfin, metadon), anksiolitiki (diazepam, temazepam), SSRI 
(paroksetin) in antipsihotiki (klorpromazin, prometazin). HEB ne prehaja večina 
antibiotikov in protitumornih učinkovin (13). 
Motnje v delovanju HEB lahko povežemo z nastankom Alzheimerjeve bolezni, multiplo 
sklerozo, možgansko kapjo in epilepsijo (12). 
1.5 MEHANIZEM KRČENJA IN SPROŠČANJA GLADKOMIŠIČNIH CELIC 
Krčenje GMC lahko izzovemo z mehanskimi, električnimi ali kemičnimi dražljaji. Pasivno 
raztezanje GMC povzroči krčenje, ki izvira iz gladke mišice in se zato imenuje mišični 
(miogeni) odziv. Kontrakcijo lahko izzovemo tudi z električno depolarizacijo membrane 
GMC preko odpiranja napetostno odvisnih Ca2+ L-kanalov, kar povzroči vdor Ca2+ v celico. 
Kemične snovi kot so noradrenalin, angiotenzin II, vazopresin, endotelin-1 in tromboksan-
A2, povzročijo kontrakcijo GMC preko vezave na specifični receptor na GMC ali EC. 
Mehanizmi krčenja potekajo preko signalnih transdukcijskih poti, ki vodijo v zvišanje 
znotrajcelične koncentracije Ca2+ (14). 
Krčenje GMC se začne z naraščanjem znotrajcelične koncentracije Ca2+. V odgovor na 
določen dražljaj (mehanski, električni, kemični) začne naraščati koncentracija Ca2+ v 
citosolu bodisi preko sarkoplazemskega retikuluma (SR) znotraj celice, ali pa preko 
receptorjev reguliranih Ca2+ kanalov. Različni kemični agonisti (npr. noradrenalin) preko 
vezave na receptor sklopljen z G-proteinom aktivirajo encim fosfolipazo C, ki katalizira 
nastanek dveh sekundarnih prenašalcev: inozitol trifosfata (IP3) in diacilglicerola (DAG). 
Vezava IP3 na receptorje SR povzroči sproščanje Ca2+ v citosol celice. DAG skupaj s Ca2+ 
aktivira protein kinazo C (PKC), ki fosforilira specifične tarčne proteine. V GMC se nahaja 
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več izoencimov PKC, ki imajo specifično vlogo (vaskularni, maternični, intestinalni,…). 
PKC fosforilira Ca2+ L-kanale in ostale proteine, ki so odgovorni za tvorbo prečnih 
mostičkov med miozinom in aktinom. Prosti Ca2+ se veže na kalcij vezujoči protein 
kalmodulin, ki ima štiri vezavna mesta za Ca2+. Nastali kompleks aktivira encim miozin 
lahko kinazo – MLCK (angleško: myosin light chain kinase). MLCK fosforilira lahke verige 
miozina v prisotnosti adenozintrifosfata (ATP). Lahke verige miozina so 20 kDa velike 
podenote, ki jih najdemo na miozinskih glavah. MLCK fosforilacija vodi do tvorbe prečnih 
mostičkov med miozinskimi glavami in aktinskimi filamenti ter s tem do krčenja GMC (15). 
 
 
Slika 4: Mehanizem krčenja gladkomišičnih celic.                                                                  
(Povzeto in prirejeno po: Brooks and Cole, 2013) 
                                                      
Relaksacija GMC se začne bodisi po odstranitvi snovi, ki je povzročila krčenje GMC, ali pa 
preko direktne vezave molekule, ki spodbuja zaviranje kontraktilnega mehanizma (npr. 
vazodilator atrijski natriuretični dejavnik). Da je relaksacija GMC možna, je najprej 
potrebno znižanje znotrajcelične koncentracije Ca2+ in aktivacija encima miozin fosfataze 
MLCF (angleško: myosin light chain phosphatase). SR in membrana GMC vsebujeta 
Ca,Mg-ATPazo, ki odstranjuje Ca2+ iz citosola. Na+/Ca2+ izmenjevalec se prav tako nahaja 
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na celični membrani in prispeva k odstranjevanju znotrajceličnega Ca2+. Med relaksacijo 
ostanejo receptorski in napetostno odvisni Ca2+ kanali zaprti, da preprečimo vdor Ca2+ v 
celico (15). MLCF regulira fosforilacijo lahkih verig miozina in sproži relaksacijo tako, da 
odstrani visoko energetske fosfate iz lahkih verig miozina. Vazodilatorji spodbujajo 
izhajanje Ca2+ iz  GMC, kar zavira delovanje aktinskih in miozinskih filamentov in ustavi 
krčenje GMC (14). 
1.6 VLOGA ŽILNEGA ENDOTELIJA 
Žilni endotelij je dinamičen organ, ki se razprostira čez celoten žilni sistem v telesu. 
Sestavljajo ga EC, ki se nahajajo na notranji plasti žilne stene - tunica intima. EC v arterijah 
in venah so debelejše kot v kapilarah, kjer so tanjše in fenestrirane ter omogočajo lažjo 
izmenjavo hranil in plinov (16). EC imajo zelo specifične in raznolike vloge. Med drugim 
sodelujejo pri glomerulni filtraciji, hemostazi, aktivaciji nevtrofilcev in regulaciji hormonov. 
Prav tako pomagajo pri trombozi in trombolizi, interakciji levkocitov z žilno steno, 
uravnavanju žilnega tonusa in angiogenezi (17). Iz EC se sproščajo številne vazoaktivne 
molekule. Snovi, ki relaksirajo GMC so dušikov oksid (NO), prostaciklin (PGI2) in 
hiperpolarizacijski dejavniki endotelijskega izvora, EDHF (angleško: endothelium derived 
hyperpolarizing factor). Med konstriktorje GMC spadajo tromboksan (TXA2), endotelin-1 
(ET-1) in angiotenzin.  
Dušikov oksid (NO) je od endotelija odvisen relaksant GMC. Kot prva sta ga detektirala 
Furchgott in Zawadski leta 1980. NO nastane pod vplivom encima NO-sintaze (NOS), ki 
pretvori aminokislino L-arginin v NO. Obstajajo tri izoforme NOS: nevronalna (nNOS), 
inducibilna (iNOS) in endotelijska (eNOS). Nastanek iNOS se poveča pri patoloških stanjih 
(npr. pri vnetju), eNOS pa ima glavno vlogo pri fiziološki relaksaciji GMC. Molekule, ki 
spodbujajo tvorbo NO preko eNOS so: bradikinin, acetilholin, ATP, ADP 
(adenozindifosfat), substanca P in trombin. Ko je sintentiziran, NO potuje preko EC v GMC, 
kjer se veže na encim topno gvanilil ciklazo (sGC) (angleško: enzyme soluble guanylyl 
cyclase, sGC). Aktivirana sGC katalizira pretvorbo GTP v cGMP ter posledično zmanjša 
napetost v GMC. cGMP zmanjša sproščanje Ca2+ iz SR v GMC kar vodi do relaksacije GMC 
(16). Kadar je motena sinteza NO, se poveča sproščanje EDHF iz EC. Po vezavi na receptor 
povzroči spremembo v koncentraciji K+, kar vodi do hiperpolarizacije. Sprememba v 
membranskem potencialu povzroči zmanjšanje koncentracije znotrajceličnega Ca2+ in 
posledično relaksacijo GMC (18). Nastanek obeh prostanoidov, prostaciklina (PGI2) in 
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tromboksana (TXA2) katalizira encim ciklooksigenaza (COX), ki se nahaja v dveh 
izoformah: COX-1 in COX-2. COX-1 je normalno prisotna v EC, medtem ko COX-2 nastaja 
pri vnetju in poškodbah EC. COX-2 katalizira pretvorbo arahidonske kisline v prostaglandin 
H2 (PGH2), ki se nato s pomočjo prostaglandin sintaze sintetizira v PGI2. Vezava PGI2 na 
prostaciklinske receptorje na GMC aktivira adenilat ciklazo kar sproži nastanek cAMP. 
cAMP aktivira protein kinazo A, ki zmanjša delovanje aktinskih in miozinskih filamentov. 
Posledica je relaksacija GMC. V nasprotju s PGI2, TXA2 povzroči aktivacijo trombocitov in 
konstrikcijo GMC. COX-1 katalizira pretvorbo arahidonske kisline v PGH2, ki se preko 
tromboksan sintaze pretvori v TXA2. Ta se veže na tromboksan-prostanoidni (TP) receptor 
na GMC. Vezava sproži naraščanje znotrajcelične koncentracije Ca2+ in konstrikcijo GMC. 
Nastanek in sproščanje konstriktorja GMC ET-1 spodbujajo mediatorji vnetja kot sta TNF-
α in interlevkin, zavirata pa ga NO in PGI2. Receptorji za ET-1 se nahajajo tako na EC kot 
GMC (ETA in ETB2). Vezava ET-1 na ETA in ETB2 povzroči odprtje Ca2+ kanalov in dotok 
Ca2+ v celico (16). 
1.6.1 Endotelijska disfunkcija 
Za endotelijsko disfunkcijo je značilno zmanjšanje biološke aktivnosti vazodilatorjev, 
predvsem NO in povečano izločanje vazokonstriktorjev. Porušeno ravnovesje vodi do 
poslabšanja od endotelija odvisne relaksacije, ki je funkcionalna značilnost endotelijske 
disfunkcije (19). S staranjem organizma se prav tako zmanjšuje vazodilatacijska sposobnost 
EC. Poveča se koncentracija encima arginaza, ki z eNOS tekmuje za aminokislino L-arginin 
iz katere nastane NO. Prav tako se s staranjem zmanjša nastajanje eNOS, narašča oksidativni 
stres in s tem posledično prosti radikali. Vse to pa vodi do manjše koncentracije NO.  
Kajenje negativno vpliva na žilni endotelij preko povečanega nastajanja prostih radikalov in 
večjega nastanka asimetričnega dimetilarginina (ADMA), ki je endogeni zaviralec eNOS. 
Pri hipertenziji se prav tako poveča nastanek ADMA in prostanoidov. Debelost spodbuja 
izražanje TP receptorjev, kar posledično vodi do vazokonstrikcije. Pri sladkorni bolezni 
visoke koncentracije glukoze, ki so jim izpostavljene EC, vodijo v oksidativni stres in 
nastanek vnetnih mediatorjev. Pri regeneraciji poškodovanega endotelija pride do 
povezovanja sosednjih, nepoškodovanih EC ali pa z nadomeščanjem propadlih celic z 
zarodnimi celicami iz krvnega obtoka. Regeneriran endotelij nima prvotnih lastnosti, 
sposobnost za nastanek NO je manjša, predvsem na račun manjše aktivnosti eNOS. Sprošča 
se več prostih radikalov in prostaglandinov, več je molekul LDL. V regeneriranih celicah 
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lažje prihaja do vazokonstrikcije in proliferacije GMC. Vse to pa vodi do agregacije 
trombocitov, vazospazmov, vnetja in povečanega vstopanja lipoproteinov in monocitov v 
žilno steno. Endotelijska disfunkcija predstavlja prvi korak in igra ključno vlogo pri nastanku 
ateroskleroze (20). 
1.7 VAZOMOCIJA 
Vazomocija je spontano, ritmično nihanje v žilnem tonusu, ki ga povzročajo lokalne 
spremembe konstrikcije in relaksacije GMC. Je fenomen, ki se pojavlja tako in vivo kot in 
vitro in ni posledica srčnega ritma, dihanja ali živčne stimulacije. Prisotna je v številnih 
tkivih in lahko služi kot zaščita pred ishemijo. Vazomocija je zelo nepojasnjena, zato jo je v 
laboratorijskih poskusih na izoliranih arterijah skoraj nemogoče poustvariti. Prav tako je 
težko določiti intenzivnost, frekvenco in čas trajanja nihanja (21). 
Mehanizem nastanka vazomocije je povezan s koncentracijo Ca2+ in spremembami 
membranskega potenciala. Ponavljajoče spremembe znotrajcelične koncentracije Ca2+, ki so 
regulirane s sproščanjem in ponovnim privzemom Ca2+ iz SR, povzročijo ritmičen dotok 
Ca2+ v GMC. Ca2+, ki se sprosti iz SR aktivira električni tok, ki depolarizira membrano 
GMC. Tok se razširi na vse GMC preko tesnih stikov med celicami in ko doseže določeno 
jakost, povzroči istočasno depolarizacijo vseh GMC. To vodi v stalen dotok Ca2+ skozi 
napetostno odvisne Ca2+ kanalčke, kar poveča sproščanje Ca2+ iz SR, bodisi preko IP3 ali 
rianodinskih receptorjev (22). 
Znanstveniki si niso enotni, ali ima vazomocija poleg patološke tudi fiziološko vlogo v 
organizmu. V poskusih na živalih se vazomocija pojavlja po induciranih krvavitvah in 
metabolični acidozi povzročeni z dodatkom HCl. Ne pojavlja pa se v mišičnih celicah kunca 
pri fizioloških pogojih, zato so sklepali, da je prisotna le v stresnih pogojih, v fizioloških pa 
ne. To je v nasprotju s številnimi opazovanji med fiziološkimi pogoji, kjer se vazomocija 
sicer ne pojavlja sistematično, ampak je prisotna le na trenutke (23). Schmidt s sodelavci je 
kritičen do te teorije in predpostavlja, da se vazomocija najpogosteje pojavi, ko je omejen 
normalen pretok krvi (24). V raziskavi opravljeni na različnih izoliranih telesnih arterijah se 
je vazomocija pojavila spontano ali pa je bila povzročena z dodatkom agonista (npr. 
noradrenalin). Agonist mora biti nujno vazokonstriktor (noradrenalin, vazopresin, KCl, 
nevropeptid Y,…), ki stimulira GMC v žilnem tonusu h krčenju, ta krčitev pa nato izzove 
ritmično nihanje, ki traja nekaj časa, nato pa izzveni. Pojav vazomocije z agonistom razloži 
pojav le te pri krvavitvah, kjer aktivacija simpatika povzroči krčenje GMC. Pojav 
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vazomocije sovpada tudi z nastankom nekaterih bolezenskih stanj kot sta hipertenzija in 
sladkorna bolezen. Študije na hipertenzivnih podganah kažejo na hkraten pojav vazomocije, 
ki pa izgine, ko podganam aplicirajo ACE inhibitor, ki zniža krvni tlak (23).  
 
 
Slika 5: Spontan pojav vazomocije pri naših poskusih. 
1.8 POLIFENOLI 
Polifenoli so naravne spojine, ki se v večji meri nahajajo v sadju, zelenjavi, žitih in pijačah. 
Polifenoli so rastlinski sekundarni metaboliti. To pomeni, da v rastlinskem svetu igrajo 
pomembno vlogo pri razvoju rastlin, privabljanju opraševalcev, zaščiti pred UV sevanjem 
in mikrobi (25). Grozdje, jabolka, hruške, češnje in jagodičevje vsebujejo 200-300 mg 
polifenolov na 100 g svežega sadja. Kozarec rdečega vina ali skodelica čaja oz. kave 
vsebujejo približno 100 mg polifenolov. Nekatere polifenole (npr. kvercetin) najdemo v vseh 
vrstah rastlinskih produktov (sadje, zelenjava, žita, sokovi, čaji, vina,…), medtem ko ostale 
najdemo le v določenih vrstah hrane (flavanone v citrusih, izoflavone v soji, fluoretin (ang: 
phloridzin) v jabolkih) (26). Vsebnost polifenolov v hrani je odvisna od različnih dejavnikov 
(zrelosti v času žetve, okoljskih dejavnikov in shranjevanja). Okoljski, klimatski (sončni in 
deževni dnevi) in agronomski (različne vrste, količina pridelka,…) dejavniki so najbolj 
pomembni pri določanju vsebnosti polifenolov. Izpostavljenost rastlin soncu močno vpliva 
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na vsebnost flavonoidov. Stopnja zrelosti različno vpliva na vsebnost in koncentracijo 
polifenolov. Na splošno se koncentracija fenolnih kislin z zrelostjo manjša, medtem ko 
koncentracija antocianinov narašča. Shranjevanje v toplih prostorih močno zniža vsebnost 
polifenolov, shranjevanje v mrzlih prostorih pa na to ne vpliva. Pomembna je tudi priprava 
hrane, saj že lupljenje sadja in zelenjave pomembno zmanjša količino polifenolov, ki se v 
večji meri nahajajo v zunanjih delih (27). V osem let trajajoči študiji opravljeni pri Francozih 
(50-65 let) so raziskovalci poskušali ugotoviti dnevni vnos polifenolov. Ugotovili so, da je 
bil povprečen dnevni vnos približno 1,2 g/dan (od tega 40% flavonoidov in 60% fenolnih 
kislin). Največ so zaužili brezalkoholnih pijač in sadja (28).  
S polifenoli bogata hrana zagotavlja zaščito pred razvojem številnih bolezni med katerimi se 
najpogosteje omenjajo rak, sladkorna bolezen in kardiovaskularne bolezni. Mehanizmi, po 
katerih naj bi polifenoli delovali zaščitno so najpogosteje povezani z antioksidativnim in 
protivnetnim delovanjem ter izboljšanjem endotelijske funkcije s tem, da spodbujajo 
nastajanje vazorelaksacijskih molekul (NO, EDHF, PGI2) in zavirajo nastajanje 
vazokonstriktorjev (ET-1) v EC (25). Z raziskovanjem kvercetina (polifenola, ki ga v večjih 
količinah najdemo v čebuli) so ugotovili, da se je z uživanjem čebule zmanjšala smrtnost 
zaradi koronarne srčne bolezni, saj naj bi kvercetin zavrl ekspresijo metaloproteinaze-1 
(MMP-1) in upočasnil napredovanje ateroskleroze (29). V raziskavi so ljudje, ki so popili tri 
do štiri kozarce rdečega vina na dan, imeli za 80% manjšo pojavnost demence in 
Alzheimerjeve bolezni kot tisti, ki niso pili vina (30). 
Do zdaj so v različnih vrstah odkrili približno 8000 različnih polifenolnih spojin, od tega 
polovico flavonoidov. Polifenoli se delijo v 5 skupin: flavonoidi (flavoni, flavonoli, 
flavononoli, izoflavoni, flavan-3-oli in antocianidini), fenolne kisline (hidroksibenzojska 
kislina, hidroksicimetna kislina), fenolni alkoholi, stilbeni in lignani. Skupni predhodnik 
vsem polifenolom je šikimska kislina. Ta se sintetizira iz fosfoenolpiruvata in eritroze-4-
fosfata. Po šikimski poti sledi pretvorba v aminokislino fenilalanin. Nato encim fenilalanin 
amino liaza (PAL) katalizira nastanek cimetne kisline iz katere se kasneje po različnih 
mehanizmih sintetizira večina polifenolnih spojin (31). 
Večina polifenolov je v hrani prisotna v obliki estrov, glikozidov ali polimerov. V tej obliki 
se ne morejo absorbirati, zato se morajo najprej hidrolizirati s prebavnimi encimi ali 
črevesnimi bakterijami. Deloma se metabolizirajo že v črevesnih celicah s konjugacijo, 
večinoma pa v jetrih s procesi metilacije, sulfoniranja in glukoronidacije. Oblike, ki nato 
vstopijo v krvni obtok so različne od tistih prisotnih v hrani, zato je težko določiti vse vrste 
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metabolitov in njihovo biološko aktivnost. Konjugacija je zelo učinkovita, saj proste 
aglikone redko zasledimo v krvi, če pa že, so v zelo nizkih koncentracijah, z izjemo 
katehinov v zelenem čaju, ki so v krvi v prosti obliki (do 77%). Metaboliti so v krvi vezani 
na proteine, najbolj pogosto na albumin. Plazemske koncentracije polifenolov redko 
presežejo 1 μM (doseže v 1 – 2 h po zaužitju). Če bi želeli vzdrževati konstantne plazemske 
koncentracije bi bilo hrano bogato s polifenoli potrebno redno uživati. Polifenoli se 
večinoma izločajo z urinom in žolčem. Večje konjugirane molekule se izločijo z žolčem, 
manjše pa z urinom (32). 
1.8.1 Belinal® 
Belinal® je patentiran vodni izvleček iz vej bele jelke (Abies alba). Vodni izvleček 
pridobivajo iz odpadnih vej kočevske bele jelke, ki so posledica sečnje. Pridobivanje je 
ekonomsko sprejemljivo in ekološko, saj zaradi Belinala® ne posekajo nobenega dodatnega 
drevesa (33). Po sušenju se nahaja v obliki prahu rjave barve z vonjem po iglavcih. 90% 
polifenolnih molekul prisotnih v izvlečku je manjših od 1000 Da (visok delež 
nizkomolekularnih polifenolov), zato se večina snovi iz izvlečka hitro absorbira. Hitrost 
absorpcije so raziskovalci še povečali z dodatkom maltodekstrina, zato Belinal® v krvi 
zaznamo že 30 min po zaužitju na prazen želodec (pri polifenolih zaužitih s hrano 1 – 2 h po 
zaužitju) (34). 
Belinal® vsebuje flavonoide, fenolne kisline in lignane. Po sestavi je izvleček iz vej bele 
jelke nekoliko podoben izvlečku iz lubja bele jelke, v katerem so med flavonoidi najbolj 
zastopani katehin, epikatehin in katehin tetrametil eter, ki jih med drugim najdemo tudi v 
zelenem čaju. Iz skupine fenolnih kislin najdemo galno, homovanilno, protokatehujsko, p-
hidroksibenzojsko, vanilno in p-kumarno kislino, ki jih zasledimo tudi v številnih zdravilnih 
rastlinah in rdečem vinu (35). Približno 70% izvlečka Belinal® je polifenolov, od tega je 
40% lignanov, med njimi: izolariciresinol, hidroksimatairesinol, secoizolariciresinol, 
lariciresinol, pinoresinol in matairesinol (36). 
Polifenoli prisotni v izvlečku imajo raziskano biološko, farmakološko in klinično delovanje: 
- Antioksidantno (AO) delovanje: Belinal® deluje kot lovilec prostih radikalov in 
stimulira ostale celice k boljši obrambi pred radikali. Kot lovilec hidroksilnih (OH) 
radikalov je Belinal® izkazal dvakrat večjo aktivnost kot vitamin E in štirikrat večjo 
aktivnost kot katehini iz zelenega čaja. Belinal® se je izkazal tudi kot močan 
znotrajcelični AO. Poskus so opravili na celicah kvasovk, ki so predstavljale 
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evkariontski model celice. Ugotovili so, da ima Belinal® večjo AO aktivnost kot 
askorbinska kislina (vitamin C), resveratrol, vitamin E in butiliran hidroksitoluen 
(BHT). S tem so tudi dokazali, da Belinal® vstopa skozi celično membrano (36). 
- Antidiabetično delovanje: Belinal® zavira delovanje dveh pomembnih encimov, alfa 
amilaze in alfa glukozidaze, ki razgradita ogljikove hidrate do glukoze. S tem je 
absorpcija glukoze zmanjšana oz. zakasnjena. Posledično se zmanjša tudi preveliko 
izločanje inzulina iz trebušne slinavke. V raziskavi opravljeni na zdravih 
prostovoljcih je Belinal® zmanjšal post-prandialno koncentracijo glukoze v krvi za 
35% v primerjavi s placebom (33). 
- Nadzorovanje telesne mase: z zmanjšano in zakasnjeno absorpcijo glukoze lahko z 
Belinalom® učinkovito nadzorujemo telesno maso, saj se odvečna glukoza tako ne 
more pretvoriti v maščobne molekule (33). 
- Kardiovaskularna zaščita: Belinal® naj bi imel večjo vlogo pri preprečevanju in 
zdravljenju ateroskleroze. V raziskavi opravljeni na budrah so dokazali, da dodatek 
izvlečka k aterogeni prehrani prepreči morfološke in funkcionalne spremembe 
arterijskih žilnih sten. Prav tako zmanjša nastanek ateroskleroznih plakov za 80% in 
izboljša vazorelaksacijo aort za 37% v primerjavi z izključno aterogeno prehrano 
(37). 
1.8.2 Ginko 
Ginkgo biloba (v nadaljevanju ginko) je drevo, ki izvira iz Kitajske. Ginka opisujejo tudi kot 
»živi fosil«, saj je edina preživela vrsta iz reda Ginkgoales, ki je obstajala že v času 
dinozavrov, približno 200 milijonov let nazaj.  
Standardni izvleček ginka EGb 761® je skupek biološko aktivnih spojin, pridobljenih iz 
listov ginka in vsebuje: 
- 24% flavonolnih glikozidov (predvsem kvercetin, kampferol in izohamnetin), 
- 6%  terpenskih trilaktonov (od katerih je 2,9% bilobalida, 3,1% ginkolidov) in 
- ostale sestavine vključno s proantocianidini. 
Ginkolidi so biološko aktivni diterpenoidi s C-20 ogljikovimi atomi ter 5- in 6-členskimi 
obroči A do F. Med sabo se razlikujejo v številu hidroksilnih (OH) skupin. 
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Slika 6: Struktura ginkolidov                                                                                                    
(Povzeto in prirejeno po: Zeng, 2013) 
                                                                                         
Ginkolidi delujejo kot antagonisti aktivatorja krvnih ploščic (PAF) (angleško: platelet 
activating factor) in zavirajo agregacijo trombocitov ter tako preprečijo strjevanje krvi, zato 
se ginko lahko uporablja pri zdravljenju in preprečevanju kardiovaskularnih bolezni. 
Ginkolidi B delujejo kot selektivni antagonisti glicinskih receptorjev ter s tem preprečujejo 
nastanek migren. 
Bilobalid spada med seskviterpenoide in ga sestavlja C-15 ogljikovih atomov. Je negativni 
alosterični modulator GABAA in GABAA-ρ receptorjev. Ta učinek je po novejših raziskavah 
povezan z izboljšanjem kognitivnih funkcij. Bilobalid deluje tudi kot induktor jetrnih 
encimov CYP3A1 in CYP1A2. Zaradi indukcije teh encimov ima ginko mnogo interakcij z 
ostalimi ZU (38). 
Izvleček EGb 761® se je od uveljavitve na trgu primarno uporabljal za zdravljenje motenj 
povezanih s centralnim živčnim sistemom. Te vključujejo poslabšanje kognitivnih funkcij, 
motenj spanja, motenj razpoloženja in podobne nevrološke težave kot so motnje spomina, 
omotica in tinitus (šumenje v ušesih). Več študij dokazuje, da EGb 761® lajša simptome pri 
upadu intelektualnih sposobnostih posameznika in pri starostnih demencah vseh vrst 
(primarna degenerativna, vaskularna ali mešani obliki obeh demenc). Deluje tako, da poveča 
pretok krvi skozi možganske arterije in posledično s tem pospeši presnovo v možganskih 
celicah. Kot antioksidant zaščiti možgane pred povečanim nastankom ROS, prepreči 
ishemijo in možganski edem. Ginko po študijah sodeč ne poveča pretoka krvi le skozi 
možgane, ampak tudi skozi noge, ušesa in oči.  
Učinki ginka se praviloma pokažejo po 4 – 8 tednih rednega jemanja izvlečka EGb 761® 
per os in postanejo zelo izraziti po 3 – 6 mesecih (39). 
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2 NAMEN DELA 
Namen magistrske naloge je določiti mehanizem relaksacije arterij in učinek dveh tipov 
izvlečkov iz vej bele jelke - Belinal® (Bel17 in Bel18) na delovanje človeških možganskih 
arterij. Delovanje izvlečkov bomo primerjali z učinki standardnega izvlečka ginka EGb 
761®. Za primerjavo smo se odločili, ker iz raziskav opravljenih na ginku vemo, da 
pozitivno deluje na kognitivne možganske funkcije, ker naj bi relaksiral arterije in s tem 
povečal pretok skozi možgane ter tako pripomogel k izboljšanju spomina. Humane 
možganske arterije bomo pridobili med obdukcijo 24-48 ur post mortem. S pomočjo naprave 
za delo z izoliranimi žilami in DMT napravo bomo merili izometrično silo krčenja žilnih 
obročkov in preučevali odziv ŽO po štirih različnih protokolih. Poskušali bomo ugotoviti, 
ali izvlečka ŽO krčita oziroma relaksirata (protokol 1), mehanizem delovanja (protokol 2), 
vpliv izvlečkov na vnetje (protokol 3) in učinek obeh izvlečkov na ŽO po inkubaciji 
(protokol 4).  
Naše delovne hipoteze so: 
o Oba izvlečka iz vej bele jelke (Bel17 in Bel18) ter ginko relaksirajo žilne obročke 
izoliranih človeških možganskih arterij. 
o Bel18 je bolje relaksira žilne obročke kot Bel17. 
o Mehanizem relaksacije je povezan z delovanjem v žilnem endoteliju in aktivacijo 
endotelijske sintaze dušikovega oksida (eNOS) ter zaviranjem nastajanja kisikovih 
radikalov. 
o Oba izvlečka iz vej bele jelke (Bel17 in Bel18) imata pozitivne učinke pri zaviranju 
vnetja. 
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3 MATERIALI IN METODE 
Raztopine in reagenti, ki smo jih uporabili pri poskusih na izoliranih žilnih obročkih: 
 Raztopina za delo na mikrožilah (DMT raztopina), ki je sestavljena iz: 
 119 mM NaCl (Merck, Darmstadt, Nemčija), 
 4,7 mM KCl (Sigma-Aldrich, St.Louis, ZDA), 
 1,2 mM MgSO4 (Sigma-Aldrich, St.Louis, ZDA), 
 1,2 mM KH2PO4 (Kemika, Zagreb, Hrvaška), 
 25 mM NaHCO3 (Merck, Darmstadt, Nemčija), 
 6,1 mM glukoza (Kemika, Zagreb, Hrvaška), 
 0,034 mM etilendiaminotetraocetna kislina (EDTA) (Sigma-Aldrich, St.Louis, 
ZDA), 
 2,5 mM CaCl2 (Kemika, Zagreb, Hrvaška). 
Raztopino za delo na mikrožilah smo uporabili kot perfuzijski medij in standardno kopel za 
poskuse na izoliranih človeških žilah, katere namen je čimbolj posnemati fiziološke pogoje 
v telesu. Sestava temelji na raztopini različnih soli in pufrov, ki vzdržujejo osmotsko 
ravnovesje in pH znotraj fiziološkega območja ter oskrbujejo celice z vodo in anorganskimi 
ioni. Glukoza daje celicam potrebno energijo za delovanje, EDTA pa kelira odvečne kovine 
in minerale. 
 
Učinkovine in reagenti za preskus funkcijskega odziva žil: 
 Kalijev klorid (KCl) (Sigma-Aldrich, St.Louis, ZDA; M=74,56 g/mol); 
vazokonstriktor s koncentracijo matične raztopine 3M. 
 Histamin (Sigma-Aldrich, St.Louis, ZDA; M=184,1 g/mol); vazokonstriktor s 
koncentracijo matične raztopine 10 mM. 
 Acetilholin (ACh) (Sigma-Aldrich, St.Louis, ZDA; M=181,7 g/mol); vazorelaksant 
s koncentracijo matične raztopine 10 mM. 
 Nω-nitro-L-arginin (L-NNA) (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim, Nemčija; 
M=219,20 g/mol); selektivni zaviralec endotelijske sintaze dušikovega oksida 
(eNOS) s koncentracijo matične raztopine 36 mM. 
 Karbogen (plinska mešanica sestavljena iz 95% O2 in 5% CO2; Linde plin d.o.o, 
Celje, Slovenija). 
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Matične raztopine smo pripravili v prečiščeni deionizirani vodi in jih redčili do ustreznih 
koncentracij. V primeru, da se kateri reagent ni popolnoma raztopil, smo ga postavili za pet 
minut v ultrazvočno kadičko. 
Aparature, oprema in pribor: 
Poskuse smo opravljali na: 
 Napravi za poskuse na izoliranih žilah (IFET, Ljubljana, Slovenija), 
 DMT napravi (Danish Myo Technology Multi Wire Myograph System, model 
620M, Danish Myo Technology A/S Inc., Aarhus, Denmark). 
Reagente in preiskovane snovi smo shranjevali v: 
 hladilnik, +4°C (Gorenje, Velenje, Slovenija), 
 zamrzovalnik, -20°C (Gorenje, Velenje, Slovenija). 
Za tehtanje in raztapljanje smo uporabili: 
 analizna tehtnica KERN ALS 120-4 (Kern&Sohn GmbH, Balingen, Nemčija), 
 analizna tehtnica Sartorius BL210S (Sartorius AG, Goettingen, Nemčija), 
 naprava za očiščeno deionizirano vodo USF Maxima (Elga, Durham, Velika 
Britanija), 
 polavtomatske pipete Eppendorf Research 100 μL in 200 μL (Eppendorf AG, 
Hamburg, Nemčija), 
 ultrazvočna kadička SONIS 2 GT (Iskra PIO d.o.o, Šentjernej, Slovenija), 
 čaše, bučke (10mL), tehtalne čolničke, žličke za tehtanje in steklene palčke. 
Za izolacijo in pripravo žilnih obročkov smo uporabili: 
 50 mL čašo, 
 petrijevko, 
 pinceto, 
 škarje, 
 povečevalno steklo, 
 zaščitne rokavice, 
 zaščitno masko. 
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3.1 PRIPRAVA MATIČNIH RAZTOPIN IZBRANIH IZVLEČKOV 
Vse izvlečke smo pripravili z matično koncentracijo 10 mg/mL. 
Uporabili smo: 
 izvleček iz vej bele jelke - Belinal® (Bel17), leto proizvodnje: 2017 (Alpe Pharma 
d.o.o, Ljubljana, Slovenija),  
 izvleček iz vej bele jelke - Belinal® (Bel18), leto proizvodnje: 2018 (Alpe Pharma 
d.o.o, Ljubljana, Slovenija) – vsebnost lignanov je dvakrat višja kot pri Bel17, 
 standardni izvleček ginka EGb 761® (ginko), leto proizvodnje: 2008 (Krka d.d, 
Novo mesto, Slovenija). 
Izvlečke smo natehtali na precizni tehtnici in dodali prečiščeno deionizirano vodo kot topilo 
do predpisane oznake. Nato smo bučko dobro premešali in dali še za pet minut v ultrazvočno 
kadičko, da smo dosegli čim večjo topnost. 
3.2 POSTOPEK IZOLACIJE ŽIL 
3.2.1 Postopek izolacije človeških možganskih arterij 
Raziskavo za magistrsko nalogo smo izvedli v okviru mnenja Komisije Republike Slovenije 
za medicinsko etiko, št. 84/03/13. Izolirane človeške možganske arterije (natančneje arterije 
Willisovega kroga) smo pridobili med obdukcijo na Inštitutu za sodno medicino. Uporabili 
smo žile, ki se nahajajo na možganski bazi (A. vertebralis - verterbralna arterija, A. basilaris 
- bazilarna arterija, A. cerebri anterior - sprednja možganska arterija in A. communicans 
posterior - zadnja komunikantna arterija). Žile smo med obdukcijo odvzeli 24 do 48 ur post 
mortem. Trupla so bila različne starosti in spolov (3 ženske ter 12 moških, starosti 21-90 let). 
Izločili smo tiste vzorce, kjer so osebe umrle po ali med operacijo zaradi možnega vpliva 
anestetikov in ostalih zdravil z delovanjem na žile. Prav tako smo izločili tiste vzorce, kjer 
so osebe imele kronične bolezni in pri katerih smo predpostavili jemanje velike količine 
zdravil, ki bi lahko vplivala na delovanje žil. Po odvzemu vzorcev smo žile shranili v 
raztopini, prirejeni za shranjevanje človeških izoliranih žil. Nato smo jih narezali na 8-12 
ŽO, dolgih 3-4 mm in jih vpeli v napravo za poskuse na izoliranih žilah ali v DMT napravo. 
Uporabili smo ŽO brez aterosklerotičnih sprememb. Prav tako smo poskušali ŽO narezati 
čim dlje od arterijskih povezav in razcepišč, ker je tam večja gostota vazoaktivnih 
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receptorjev. Za vsak izvleček smo pri vsakem protokolu uporabili 6-11 ŽO treh različnih 
trupel. Od priprave žilnih obročkov do vpenjanja v napravi ni minilo več kot 30 min. 
3.2.2 Naprava za poskuse na izoliranih žilah 
Naprava za poskuse na izoliranih žilah je delo Inštituta za farmakologijo in eksperimentalno 
toksikologijo (IFET) univerze v Ljubljani. Sestavljena je iz vodne kopeli, v kateri je 
medsebojno povezanih 8 kivet s prostornino 10 mL. Kivete imajo ločen dovodni in odvodni 
sistem za izmenjavo medija (raztopina za mikrožile) in dovod plina. Reagente in izvlečke 
smo v kivete dodajali skozi zgornjo odprtino s polavtomatskimi pipetami.  
 
Slika 7: Naprava za poskuse na izoliranih žilah 
(Povzeto in prirejeno po: IFET, Ljubljana, 2009) 
 
S plinsko mešanico 95% O2 in 5% CO2 smo ves čas poskusa prepihovali raztopino za 
mikrožile. Temperaturo vodne kopeli smo vzdrževali s pomočjo termostatsko nadzorovane 
vodne črpalke na 37 ± 0,5°C. ŽO smo vpeli med dve vzporedni nerjaveči kovinski žici. Prva 
(sidro) je bila pritrjena na držalo za dovod kisika znotraj kivete, druga (kaveljček) pa je bila 
povezana z elektromehanskim pretvornikom (ITIS, Ljubljana, Slovenija). Ta je spremembo 
sile izometričnega krčenja ŽO pretvarjal v spremembo električne napetosti, ki se je preko 
ojačevalca (DEWETRON Ges.m.b.H, Gradec, Avstrija) in A/D pretvornika (National 
Instruments NI PCI-6013, ZDA) zapisovala na trdi disk osebnega računalnika. Podatke, ki 
smo jih dobili, smo obdelali s programsko opremo DEWESoft 6.5 (DEWESoft d.o.o., 
Trbovlje, Slovenija). 
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3.2.3 Naprava DMT (Danish Myo Technology Multi Wire Myograph System) 
DMT naprava je sestavljena iz 4 kivet s prostornino 5 mL. Kivete med seboj niso povezane 
in imajo odvodni sistem za izmenjavo medija (raztopina za mikrožile) ter dostavo kisika. Za 
dovod medija smo uporabili merilni valj in nato medij s pomočjo lija prenesli v kiveto. 
Reagente in izvlečke smo v kivete dodajali skozi luknjičasto odprtino na zgornji strani s 
polavtomatskimi pipetami. 
 
Slika 8: Naprava DMT (Danish Myo Technology) 
(Povzeto in prirejeno po: ADInstruments, https://www.adinstruments.com/support/knowledge-base/why-are-
force-transducers-dmt-wire-myograph-slow-respond-changes-tension) 
 
Raztopino za mikrožile smo prepihovali s plinsko mešanico 95% O2 in 5% CO2. Temperaturo 
vodne kopeli v kiveti 37°C smo vzdrževali s pomočjo grelne naprave v ohišju DMT naprave 
na katero so položene kivete. ŽO smo v napravo vpeli s pomočjo dveh nerjavečih jeklenih 
žičk. Pri tem smo morali obe žički s pinceto spraviti skozi žilni obroček, tako da nismo 
poškodovali endotelija. Nato smo eno žičko z vijakom pritrdili na držalo znotraj kivete, 
drugo pa pritrdili na držalo, ki je bilo povezano z elektromehanskim pretvornikom (ITIS, 
Ljubljana, Slovenija). Ta je spremembo sile izometričnega krčenja ŽO pretvarjal v 
spremembo električne napetosti, ki se je preko ojačevalca (DEWETRON Ges.m.b.H, 
Gradec, Avstrija) in A/D pretvornika (National Instruments NI PCI-6013, ZDA) zapisovala 
na trdi disk osebnega računalnika. Podatke, ki smo jih dobili, smo obdelali s programsko 
opremo DEWESoft 6.5 (DEWESoft d.o.o., Trbovlje, Slovenija). 
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3.3 POTEK DELA 
3.3.1 Protokoli poskusov 
Poskuse smo izvedli po štirih protokolih: protokol 1 - akutni učinki izvlečkov po 
kumulativnem dodajanju; protokol 2 - akutni učinki izvlečkov po inkubaciji z L-NNA in 
kumulativnem dodajanju; protokol 3 - vpliv učinka histamina pred in po inkubaciji z izvlečki 
in protokol 4 – učinki izvlečkov po inkubaciji z izbranimi koncentracijami.  
Začetni del protokola je bil vedno enak. Po vpetju ŽO med nosilca smo jih naravnali na 
določeno silo, prilagojeno velikosti ŽO in vrsti možganske arterije, ki smo jo uporabili za 
poskus in jih potopili v raztopino za mikrožile. Odprli smo dovod za kisik tako, da so 
mehurčki plina enakomerno izhajali. Nato smo ŽO z napenjanjem uravnali na začetni 
mirovni potencial (MP). Ta je znašal 20 mN na napravi za poskuse na izoliranih žilah (sem 
smo vpenjali arterije z večjim premerom – A. verterbralis – verterbralna arterija, A. basilaris 
- bazilarna arterija in A. cerebri anterior - sprednja možganska arterija) in 3 - 10 mN na 
DMT napravi (sem smo vpenjali arterije z manjšim premerom, A. communicans posterior - 
zadnja komunikantna arterija). V 30 min po začetku poskusov je večina ŽO prešla v stanje 
vazomocije (spontano, ritmično nihanje v žilnem tonusu, ki ga povzročajo spremembe 
krčenja in sproščanja GMC. Povezana je s koncentracijo kalcijevih ionov in spremembami 
membranskega potenciala), ki je trajala približno 60 - 90 min. Po končani vazomociji so ŽO 
večinoma sami prešli na začetni MP. V tem času smo kivete na 10 min spirali z raztopino za 
mikrožile, da smo odstranili ostanke krvi in zagotovili zadostno prehranjenost ŽO s kisikom 
in vsemi fiziološko potrebnimi elementi. Ko se je vzpostavil MP, smo preverili odzivnost 
ŽO. S 50 mM KCl smo izzvali od endotelija neodvisno krčitev. Po dosegu konstantne krčitve 
(odziva) oziroma potem, ko se je krivulja izravnala (po približno 5 minutah) smo kiveto 
trikrat sprali z raztopino za mikrožile in počakali, da se je krivulja približno ustalila na 
začetni MP. Dodatek KCl smo ponovili še dvakrat. 
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Slika 9: Odziv ŽO po trikratnem zaporednem dodatku 50 mM KCl 
 
Nato smo ŽO skrčili s histaminom, koncentracija v kiveti je znašala 1 μM. Ko je krčitev 
dosegla plato, smo z ACh (koncentracija v kiveti je bila 10 μM) izzvali od endotelija odvisno 
relaksacijo ŽO, da smo preverili ali je endotelij ohranjen. Po 5 min smo ŽO sprali z raztopino 
za mikrožile in počakali na vzpostavitev MP. Za poskus smo uporabili samo ŽO, ki so se 
odzvali na vse dodatke iz začetnega protokola. Ostale ŽO smo zavrgli. Nato smo začeli s 
protokolom 1, 2, 3 ali 4. 
 
 
Slika 10: Začetni protokol 
*- spiranje z raztopino za mikrožile, //- nadaljevanje poskusa po protokolu, MP- mirovni 
potencial, KCl- kalijev klorid, ACh- acetilholin; Pred začetno depolarizacijo mora biti 
vzpostavljen MP. Po dodatku KCl se celična membrana depolarizira, pri tem postane 
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negativni naboj celice začasno bolj pozitiven (manj negativen) in ŽO se skrči. Po spiranju 
sledi repolarizacija in ponovna vzpostavitev MP. Po dodatku histamina se ta veže na celične 
receptorje in sproži krčenje ŽO, ki se po dodatku Ach zopet relaksirajo. 
Protokol 1 – akutni učinki izvlečkov po kumulativnem dodajanju 
V kiveti smo po začetnem protokolu začeli s kumulativnim dodajanjem izbranega izvlečka 
do koncentracij v kiveti v korakih po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 
0,04 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL in 0,1 
mg/mL. Vsako naslednjo koncentracijo smo dodali, ko se je pri prejšnjem dodatku ustalil 
odziv. To je bilo približno po 3 min. Po zadnjem dodatku smo počakali 20 min, do ustalitve 
odziva in nato dvakrat sprali z raztopino za mikrožile. Po ustalitvi na MP smo preverili 
odzivnost ŽO z dodatkom 50 mM raztopine KCl. Po končanem poskusu smo ŽO shranili za 
uničenje v pooblaščenem zavodu. 
 
Slika 11: Protokol 1 
*- spiranje z raztopino za mikrožile, /- poskus sledi začetnemu delu, MP- mirovni potencial, 
KCl- kalijev klorid; Začetnemu dela protokola sledi kumulativno dodajanje izvlečka. Odziv 
je lahko krčenje ali relaksacija ŽO (zaradi lažje ponazoritve je na sliki prikazana samo 
krčitev). Po zadnjem dodatku sledi spiranje ter ponovna vzpostavitev MP. Na koncu po 
dodatku KCl sledi depolarizacija in krčenje ŽO ter s spiranjem repolarizacija in ustalitev na 
začetni MP. 
Protokol 2 – akutni učinki izvlečkov po inkubaciji z L-NNA in kumulativnem 
dodajanju 
Po začetnem delu protokolov smo v kiveto dodali L-NNA, ki zavira delovanje sistema eNOS 
v končni koncentraciji 360 μM in inkubirali 30 min. Po končani inkubaciji smo začeli s 
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kumulativnim dodajanjem preiskovanih izvlečkov do koncentracij v kiveti v korakih po 0,01 
mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,06 mg/mL, 
0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL. Izvlečke smo dodajali vsake 3 min. 
Po končanem dodajanju smo počakali 20 min do ustalitve odziva in nato dvakrat spirali z 
raztopino za mikrožile. Nato smo počakali do ustalitve MP in potem v kiveto dodali 50 mM 
KCl. ŽO smo po končanem poskusu zavrgli. 
 
Slika 12: Protokol 2 
*- spiranje z raztopino za mikrožile, /- poskus sledi začetnemu delu, L-NNA- Nω-nitro-L-
arginin, MP- mirovni potencial, KCl- kalijev klorid; Začetnemu delu protokola sledi 
inkubacija z L-NNA in kumulativno dodajanje izvlečka, ki lahko ŽO krči ali relaksira. Po 
zadnjem dodatku sledi spiranje in ponovna vzpostavitev MP. Za konec protokola sledi 
dodatek KCl in krčitev ŽO ter spiranje in ponovna ustalitev na MP. 
Protokol 3 – vpliv učinka histamina pred in po inkubaciji z izvlečki 
Po začetnem delu protokolov smo ŽO skrčili z 1 μM histaminom in po ustalitvi odziva sprali 
z raztopino za mikrožile. Po ustalitvi na MP smo izbrane izvlečke določenih koncentracij 
0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL inkubirali 20 min in nato 
ponovno dodali 1 μM histamin. Po ustalitvi odziva smo ŽO dvakrat sprali z raztopino za 
mikrožile. Po ustalitvi na MP smo dodali še 50 mM KCl. Po končanem poskusu smo ŽO 
zavrgli.  
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Slika 13: Protokol 3 
*- spiranje z raztopino za mikrožile, /- poskus sledi začetnemu delu, MP- mirovni potencial, 
KCl- kalijev klorid; Začetnemu delu protokola sledi dodatek histamina, ki preko vezave na 
receptor sproži krčenje ŽO. Po ustalitvi odziva ŽO speremo ter inkubiramo z določenim 
izvlečkom. Sledi ponovni dodatek histamina (skrči ŽO) in spiranje po ustalitvi odziva ter 
umiritev na MP. Za konec sledi dodatek KCl in krčitev ŽO ter spiranje in ponovna ustalitev 
na MP. 
Protokol 4 – učinki izvlečkov po inkubaciji z izbranimi koncentracijami  
Po začetnem delu protokolov smo v kiveto dodali izbrano koncentracijo preiskovanega 
izvlečka. Pripravili smo 5 različnih koncentracij in sicer so te v kiveti znašale 0,02 mg/mL, 
0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL. Izvlečke smo inkubirali 20 min in 
nato ŽO dvakrat sprali z raztopino za mikrožile. Nato smo počakali do ustalitve na MP in 
potem dodali 50 mM KCl. Žilne obročke smo po končanem poskusu zavrgli. 
 
Slika 14: Protokol 4 
*- spiranje z raztopino za mikrožile, /- poskus sledi začetnemu delu, MP- mirovni potencial, 
KCl- kalijev klorid; Začetnemu delu sledi inkubacija z izbranim izvlečkom. Po 20 minutah 
 28 
 
sledi spiranje ter umiritev ŽO na MP. Z dodatkom KCl izzovemo depolarizacijo ter krčitev 
ŽO. Po ustalitvi odziva sledi spiranje ter umiritev na MP. 
3.3.2 Obdelava podatkov 
Podatke smo obdelali z računalniškim programom DeweSoft 6.1 (DEWESoft d.o.o., 
Trbovlje, Slovenija) s katerim smo določili raven odziva (silo izometrične kontrakcije) pri 
posameznih protokolih. Nato smo vrednosti računsko in statistično obdelali s pomočjo 
programa Microsoft Excel v14.0 (Microsoft, ZDA). Grafično smo podatke obdelali s 
programom GraphPad Prism 5.01 (GraphPad, ZDA). Pri rezultatih naših meritev smo pri 
posameznih koncentracijah izračunali povprečje in rezultate prikazali kot aritmetične 
sredine s standardnimi napakami ocen aritmetičnih sredin (SEM).  
 
Pri protokolih 1 in 2 smo izračunali odstotek relaksacije ali kontrakcije ŽO za vsako dodano 
koncentracijo glede na MP (X, na sliki 15) pred začetkom kumulativnega dodajanja po 
naslednji enačbi: 
 % (𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑘𝑐𝑖𝑗𝑒/𝑟𝑒𝑙𝑎𝑘𝑠𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒) =
𝐴−𝑋
𝑋
 × 100     Enačba 1 
 Za 100% smo vzeli MP pred začetkom kumulativnega dodajanja. Pri posameznih izračunih 
so negativne vrednosti pomenile relaksacijo, pozitivne pa kontrakcijo ŽO. 
 
Slika 15: Shematski prikaz vrednosti, ki smo jih uporabili za računanje po protokolih 1 in 
2 
//- poskus sledi začetnemu delu, /- nadaljevanje poskusa, *-spiranje z raztopino za mikrožile, 
MP- mirovni potencial, A- napetost med najvišjo ravnjo odziva izvlečka določene 
koncentracije in MP, X- mirovni potencial (MP). 
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Pri protokolu 3 smo v odstotkih izračunali razliko med najvišjo ravnjo odziva histamina pred 
in po inkubaciji z izvlečkom. Vrednosti najvišje ravni odziva histamina smo odšteli MP pred 
dodatkom histamina. Za 100% smo vzeli razliko med najvišjo ravnjo odziva histamina in 
MP pred inkubacijo.  
%(𝑣𝑒č𝑗𝑒/𝑚𝑎𝑛𝑗š𝑒 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑘𝑐𝑖𝑗𝑒 𝑝𝑜 𝑖𝑛𝑘𝑢𝑏𝑎𝑐𝑖𝑗𝑖 𝑘𝑜𝑡 𝑝𝑟𝑒𝑑 𝑛𝑗𝑜 =
(𝐵−𝑋)−(𝐶−𝑌)
𝐵−𝑋
× 100  
Enačba 2 
Pozitivne vrednosti pomenijo, da je kontrakcija s histaminom po inkubaciji z izvlečkom 
manjša kot pred inkubacijo (najvišja raven odziva histamina je po inkubaciji manjša kot pred 
inkubacijo), negativne vrednosti pa, da je kontrakcija s histaminom po inkubaciji z 
izvlečkom večja kot pred inkubacijo (najvišja raven odziva histamina je po inkubaciji večja 
kot pred inkubacijo). 
 
Slika 16: Shematski prikaz vrednosti, ki smo jih uporabili za računanje po protokolu 3 
//- poskus sledi začetnemu delu, /- nadaljevanje poskusa, *-spiranje z raztopino za mikrožile, 
MP- mirovni potencial, B- napetost med najvišjo ravnjo odziva histamina in MP pred 
inkubacijo z izvlečkom, C- napetost med najvišjo ravnjo odziva histamina in MP po 
inkubaciji z izvlečkom, X- mirovni potencial (MP) pred prvim dodatkom histamina, Y- 
mirovni potencial (MP) pred drugim dodatkom histamina po inkubaciji. 
Pri protokolu 4 smo izračunali odstotek relaksacije ali kontrakcije po inkubaciji z izvlečkom 
določene koncentracije glede na mirovni potencial (MP) pred samo inkubacijo po naslednji 
enačbi: 
 % (𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑎𝑘𝑐𝑖𝑗𝑒/𝑟𝑒𝑙𝑎𝑘𝑠𝑎𝑐𝑖𝑗𝑒) =
𝑍−𝑋
𝑋
× 100     Enačba 3 
Za 100% smo vzeli vrednost MP pred inkubacijo z izvlečkom. Negativne vrednosti so 
pomenile relaksacijo, pozitivne pa kontrakcijo ŽO. 
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Slika 17: Shematski prikaz vrednosti, ki smo jih uporabili za računanje po protokolu 4 
//- poskus sledi začetnemu delu, /- nadaljevanje poskusa, *-spiranje z raztopino za mikrožile, 
MP- mirovni potencial, Z- napetost po inkubaciji z izvlečkom, X- mirovni potencial (MP) 
pred inkubacijo. 
Rezultate, pridobljene med našo raziskavo smo statistično analizirali s t testom za neodvisne 
vzorce (dvovzorčni, z neenako varianco in dvorepo porazdelitvijo), kjer smo primerjali: 
o odzive izoliranih ŽO na Bel17 in ginka po protokolih 1, 2, 3 in 4, 
o odzive izoliranih ŽO na Bel17 in Bel18 po protokolih 1, 2, 3 in 4,  
o protokol 1 in protokol 2 ter protokol 1 in protokol 4 po poskusu z Bel17, Bel18 in 
ginkom na ŽO. 
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4 REZULTATI 
Poskuse smo izvedli na žilnih obročkih človeških možganskih arterij. Poskušali smo 
ugotoviti vpliv izvlečkov iz vej bele jelke (Bel17 in Bel18) na odzivnost ŽO in ju primerjati 
s standardnim izvlečkom ginka EGb 761® (ginko). Rezultate smo predstavili na grafih, kjer 
smo prikazali odvisnost učinka izvlečkov (Bel17, Bel18 in ginko) na ŽO od koncentracije 
(mg/mL). Vrednosti kontrakcije ali relaksacije ŽO so prikazane na y-osi in so podane kot 
odstotek kontrakcije ali relaksacije. Točke na grafu predstavljajo aritmetične sredine, ki smo 
jih izračunali s povprečjem rezultatov meritev pri posameznih koncentracijah. SEM smo 
prikazali s črtami, ki potekajo skozi točke aritmetičnih sredin na grafu. 
Vrednost p<0,05 je predstavljala statistično pomembno razliko pri primerjavi rezultatov in 
je označena na grafu (*) in predstavljena v opisu pod grafom.  
ŠTEVILO VZORCEV 
Uporabili smo vzorce oseb (trupel) različnih starosti in spolov, med katerimi so bile 3 ženske 
in 12 moških v starosti 21-90 let. Največ vzorcev smo uporabili pri starejših od 71 let, 
najmanj pa vzorcev mlajših od 40 let. 
 
Slika 18: Grafični prikaz števila oseb (trupel) po starostnih mejah. Največ vzorcev smo 
uporabili v starostnih mejah 71-80 in pa 81-90 let, najmanj pa mlajših od 40 let. 
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4.1 AKUTNI UČINKI IZVLEČKOV PO KUMULATIVNEM DODAJANJU (P1) 
Po kumulativnem dodajanju izvlečkov iz vej bele jelke – Bel17 in Bel18, ter standardnem 
izvlečku ginka smo preučevali njihov akutni učinek na ŽO. 
Primerjava akutnih učinkov Bel17 in ginka po kumulativnem dodajanju (protokol 1) 
Bel17 in ginka smo kumulativno dodajali v korakih po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 
mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 
0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL. Po zadnjem dodatku smo počakali 20 min do ustalitve odziva. 
Po končanem poskusu smo med seboj primerjali njun učinek na ŽO. Končna koncentracija 
obeh izvlečkov v kiveti je znašala 0,1 mg/mL (oznaka 0,10 na grafu). 
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Slika 19: Primerjava odzivov ŽO po kumulativnem dodajanju Bel17 in ginka. 
Izvlečka smo kumulativno dodajali v korakih po 0,01 mg/mL. Največja in končna 
koncentracija obeh izvlečkov je znašala 0,1 mg/mL (0,10 na grafu). Na grafu ** predstavlja 
statistično značilno razliko (p= 0,007) med ŽO Bel17 in ginkom. 
Primerjava akutnih učinkov Bel17 in Bel18 po kumulativnem dodajanju (protokol 1) 
Bel17 in Bel18 smo kumulativno dodajali v korakih po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 
mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 
0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL. Po zadnjem dodatku smo počakali 20 min do ustalitve odziva. 
Po končanem poskusu smo med seboj primerjali njun učinek na ŽO. Končna koncentracija 
obeh izvlečkov v kiveti je bila 0,1 mg/mL (oznaka 0,10 na grafu). 
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Slika 20: Primerjava odzivov ŽO po kumulativnem dodajanju Bel17 in Bel18. 
Izvlečka smo kumulativno dodajali v korakih po 0,01 mg/mL. Največja in končna 
koncentracija obeh izvlečkov je znašala 0,1 mg/mL (0,10 na grafu). * na grafu predstavlja 
statistično značilno razliko med ŽO Bel17 in Bel18. Stopnja signifikantnosti (p) razlik je po 
vrsti znašala: 0,026; 0,033; 0,017; 0,030; 0,019 ter 0,044. 
 
4.2 AKUTNI UČINKI IZVLEČKOV PO INKUBACIJI Z L-NNA IN 
KUMULATIVNEM DODAJANJU (P2) 
Preučevali smo akutne učinke Bel17, Bel18 in ginka po inkubaciji z L-NNA in 
kumulativnem dodajanju izvlečkov na ŽO. 
Primerjava akutnih učinkov Bel17 in ginka po inkubaciji z L-NNA in kumulativnem 
dodajanju (protokol 2) 
ŽO smo 30 min inkubirali s 360 μM L-NNA in nato kumulativno dodajali Bel17 in ginka v 
korakih po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 mg/mL, 
0,06 mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL. Po zadnjem dodatku 
smo počakali 20 min do ustalitve odziva. Po končanem poskusu smo med seboj primerjali 
njun učinek na ŽO. Končna koncentracija obeh izvlečkov v kiveti je bila 0,1 mg/mL (oznaka 
0,10 na grafu). 
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Slika 21: Primerjava odzivov ŽO po inkubaciji z L-NNA in kumulativnem dodajanju Bel17 
in ginka. 
Po inkubaciji z L-NNA smo izvlečka kumulativno dodajali v korakih po 0,01 mg/mL. 
Končna in največja koncentracija obeh izvlečkov je znašala 0,1 mg/mL (0,10 na grafu). Od 
leve proti desni: * na grafu predstavlja statistično značilno razliko (p=0,049) med ŽO Bel17 
in ginkom, * predstavlja statistično značilno razliko (p=0,038) med ŽO Bel17 in ginkom, ** 
predstavlja statistično značilno razliko (p=0,009) med ŽO Bel17 in ginkom, * predstavlja 
statistično značilno razliko (p=0,023) med ŽO Bel17 in ginkom, *** predstavlja statistično 
značilno razliko (p=0,0008) med ŽO Bel17 in ginkom. 
 
Primerjava akutnih učinkov Bel17 in Bel18 po inkubaciji z L-NNA in kumulativnem 
dodajanju (protokol 2) 
ŽO smo 30 min inkubirali s 360 μM L-NNA in nato kumulativno dodajali Bel17 in Bel18 v 
korakih po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 mg/mL, 
0,06 mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL. Po zadnjem dodatku 
smo počakali 20 min do ustalitve odziva. Po končanem poskusu smo med seboj primerjali 
njun učinek na ŽO. Končna koncentracija obeh izvlečkov v kiveti je bila 0,1 mg/mL (oznaka 
0,10 na grafu). 
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Slika 22: Primerjava odzivov ŽO po inkubaciji z L-NNA in kumulativnem dodajanju Bel17 
in Bel18. 
Po inkubaciji z L-NNA smo izvlečka kumulativno dodajali v korakih po 0,01 mg/mL. 
Končna in največja koncentracija obeh izvlečkov je znašala 0,1 mg/mL (0,10 na grafu). Na 
grafu * predstavlja statistično značilno razliko (p=0,04) med ŽO Bel17 in Bel18. 
 
4.3 VPLIV UČINKA HISTAMINA PRED IN PO INKUBACIJI Z IZVLEČKI (P3) 
Preučevali smo vpliv učinka histamina na ŽO pred in po inkubaciji z Bel17, Bel18 in 
ginkom. 
Primerjava vplivov učinka histamina pred in po inkubaciji z Bel17 in ginkom (protokol 
3) 
Med seboj smo primerjali odziv ŽO na 1 μM histamin, ki smo ga dodali pred in po inkubaciji 
z Bel17 in ginkom izbranih koncentracij: 0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 
mg/mL in 0,1 mg/mL. Inkubacija je trajala 20 min. Največja inkubirana koncentracija obeh 
izvlečkov v kiveti je znašala 0,1 mg/mL (oznaka 0,10 na grafu). 
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Slika 23: Primerjava odzivov ŽO na histamin pred in po inkubaciji z Bel17 in ginkom. 
Histamin smo dodali pred in po inkubaciji z Bel17 in ginkom izbranih koncentracij: 0,02 
mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL. Največja inkubirana 
koncentracija obeh izvlečkov v kiveti je znašala 0,1 mg/mL (0,10 na grafu). 
 
Primerjava vplivov učinka histamina pred in po inkubaciji z Bel17 in Bel18 (protokol 
3) 
Med seboj smo primerjali odziv ŽO na 1 μM histamin, ki smo ga dodali pred in po inkubaciji 
z Bel17 in Bel18 izbranih koncentracij: 0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL 
in 0,1 mg/mL. Inkubacija je trajala 20 min. Največja inkubirana koncentracija obeh 
izvlečkov v kiveti je znašala 0,1 mg/mL (oznaka 0,10 na grafu). 
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Slika 24: Primerjava odzivov ŽO na histamin pred in po inkubaciji z Bel17 in Bel18. 
Histamin smo dodali pred in po inkubaciji z Bel17 in Bel18 izbranih koncentracij: 0,02 
mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL. Inkubacija je trajala 20 min. 
Največja inkubirana koncentracija obeh izvlečkov v kiveti je znašala 0,1 mg/mL (0,10 na 
grafu). * na grafu predstavlja statistično značilno razliko (p=0,013) med ŽO Bel17 in Bel18. 
 
4.4 UČINKI IZVLEČKOV PO INKUBACIJI Z IZBRANIMI KONCENTRACIJAMI 
(P4) 
Po inkubaciji z različnimi koncentracijami Bel17, Bel18 in ginka smo preučevali učinek teh 
izvlečkov na ŽO. 
Primerjava učinkov Bel17 in ginka po inkubaciji z izbranimi koncentracijami 
(protokol 4) 
Po 20 min inkubaciji z izbranimi koncentracijami (0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 
0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL) Bel17 in ginka smo preučevali odziv ŽO na izvlečka in ju med 
seboj primerjali. Največja inkubirana koncentracija obeh izvlečkov v kiveti je bila 0,1 
mg/mL (oznaka 0,10 na grafu). 
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Slika 25: Primerjava odzivov ŽO po inkubaciji z različnimi koncentracijami Bel17 in ginka. 
ŽO smo 20 min inkubirali s petimi različnimi koncentracijami Bel17 in ginka: 0,02 mg/mL, 
0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL. Največja inkubirana koncentracija 
obeh izvlečkov je znašala 0,1 mg/mL (0,10 na grafu). Od leve proti desni: ** na grafu 
predstavlja statistično značilno razliko (p=0,006) med ŽO Bel17 in ginkom, * predstavlja 
statistično značilno razliko (p=0,043) med ŽO Bel17 in ginkom, * predstavlja statistično 
značilno razliko (p=0,015) med ŽO Bel17 in ginkom. 
 
Primerjava učinkov Bel17 in Bel18 po inkubaciji z izbranimi koncentracijami 
(protokol 4) 
Po 20 min inkubaciji z izbranimi koncentracijami (0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 
0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL) Bel17 in Bel18 smo preučevali odziv ŽO na izvlečka in ju med 
seboj primerjali. Največja inkubirana koncentracija obeh izvlečkov v kiveti je bila 0,1 
mg/mL (oznaka 0,10 na grafu). 
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Slika 26: Primerjava odzivov ŽO po inkubaciji z različnimi koncentracijami Bel17 in Bel18. 
ŽO smo 20 min inkubirali s petimi različnimi koncentracijami Bel17 in Bel18: 0,02 mg/mL, 
0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL. Največja inkubirana koncentracija 
obeh izvlečkov je znašala 0,1 mg/mL (0,10 na grafu). 
4.5 UČINKI IZVLEČKOV PO KUMULATIVNEM DODAJANJU (P1) V 
PRIMERJAVI Z UČINKI IZVLEČKOV PO INKUBACIJI Z L-NNA IN 
KUMULATIVNEM DODAJANJU (P2) 
Akutni učinek Bel17, Bel18 in ginka na ŽO smo preverili po kumulativnem dodajanju 
izvlečkov in ga primerjali z učinkom po inkubaciji z L-NNA ter kumulativnem dodajanju 
izvlečkov. 
Primerjava učinkov Bel17 po kumulativnem dodajanju (protokol 1) in po inkubaciji z     
L-NNA ter kumulativnem dodajanju (protokol 2) 
Na ŽO smo preučevali akutni učinek Bel17 po kumulativnem dodajanju izvlečka (v korakih 
po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,06 
mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL) in ga primerjali z akutnim 
učinkom Bel17 po 30 min inkubaciji s 360 μM L-NNA in kumulativnem dodajanju izvlečka 
(v korakih po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 
mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL.). Končna 
koncentracija v kiveti je znašala 0,1 mg/mL (oznaka 0,10 na grafu). 
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Slika 27: Primerjava odzivov ŽO, predhodno inkubiranih (P2) ali neinkubiranih (P1) z L-
NNA in po kumulativnem dodajanju Bel17. 
Bel17 smo dodajali v korakih po 0,01 mg/mL. Največja in končna koncentracija Bel17 je 
znašala 0,1 mg/mL (0,10 na grafu). Od leve proti desni: * na grafu predstavlja statistično 
značilno razliko (p=0,049) med odzivom ŽO z in brez inkubacije z L-NNA, * predstavlja 
statistično značilno razliko (p=0,045) med odzivom ŽO z in brez inkubacije z L-NNA. 
 
Primerjava učinkov Bel18 po kumulativnem dodajanju (protokol 1) in po inkubaciji z     
L-NNA ter kumulativnem dodajanju (protokol 2) 
Na ŽO smo preučevali akutni učinek Bel18 po kumulativnem dodajanju izvlečka (v korakih 
po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,06 
mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL) in ga primerjali z akutnim 
učinkom Bel18 po 30 min inkubaciji s 360 μM L-NNA in kumulativnem dodajanju izvlečka 
(v korakih po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 
mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL.). Končna 
koncentracija v kiveti je znašala 0,1 mg/mL (oznaka 0,10 na grafu). 
 41 
 
0.02 0.04 0.06 0.08 0.10
-30
-25
-20
-15
-10
-5
0
5
10
Bel18 P1
(ŽO=7)
Bel18 P2
(ŽO=7)
mg/mL
%
re
la
k
s
a
c
ije
 
Slika 28: Primerjava odzivov ŽO, predhodno inkubiranih (P2) ali neinkubiranih (P1) z L-
NNA in po kumulativnem dodajanju Bel18. 
Bel18 smo dodajali v korakih po 0,01 mg/mL. Največja in končna koncentracija Bel18 je 
znašala 0,1 mg/mL (0,10 na grafu). 
 
Primerjava učinkov ginka po kumulativnem dodajanju (protokol 1) in po inkubaciji z   
L-NNA ter kumulativnem dodajanju (protokol 2) 
Na ŽO smo preučevali akutni učinek ginka po kumulativnem dodajanju izvlečka (v korakih 
po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,06 
mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL) in ga primerjali z akutnim 
učinkom ginka po 30 min inkubaciji s 360 μM L-NNA in kumulativnem dodajanju izvlečka 
(v korakih po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 
mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL.). Končna 
koncentracija v kiveti je znašala 0,1 mg/mL (oznaka 0,10 na grafu). 
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Slika 29: Primerjava odzivov ŽO, predhodno inkubiranih (P2) ali neinkubiranih (P1) z L-
NNA in po kumulativnem dodajanju ginka. 
Ginka smo dodajali v korakih po 0,01 mg/mL. Največja in končna koncentracija ginka je 
znašala 0,1 mg/mL (0,10 na grafu). 
4.6 UČINKI IZVLEČKOV PO KUMULATIVNEM DODAJANJU (P1) V 
PRIMERJAVI Z UČINKI IZVLEČKOV PO INKUBACIJI Z IZBRANIMI 
KONCENTRACIJAMI (P4) 
Učinek Bel17, Bel18 in ginka na ŽO smo preverili po kumulativnem dodajanju izvlečkov in 
po inkubaciji z izbranimi koncentracijami izvlečkov. 
Primerjava učinkov Bel17 po kumulativnem dodajanju (protokol 1) in po inkubaciji z 
izbranimi koncentracijami Bel17 (protokol 4) 
Preučevali smo akutni vpliv Bel17 na ŽO po kumulativnem dodajanju izvlečka (v korakih 
po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,06 
mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL) in ga primerjali z učinkom 
izbranih koncentracij (0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL) 
Bel17 po 20 min inkubaciji. Največja uporabljena koncentracija v kiveti je znašala 0,1 
mg/mL (oznaka 0,10 na grafu). 
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Slika 30: Primerjava odzivov ŽO po kumulativnem dodajanju Bel17 (P1) in inkubaciji z 
izbranimi koncentracijami Bel17 (P4). 
Bel17 smo dodajali v korakih po 0,01 mg/mL (P1). Nato smo ga primerjali z inkubiranimi 
koncentracijami (0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL) Bel17 
(P4). Največja koncentracija Bel17 je znašala 0,1 mg/mL (0,10 na grafu). 
 
Primerjava učinkov Bel18 po kumulativnem dodajanju (protokol 1) in po inkubaciji z 
izbranimi koncentracijami Bel18 (protokol 4) 
Preučevali smo akutni vpliv Bel18 na ŽO po kumulativnem dodajanju izvlečka (v korakih 
po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,06 
mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL) in ga primerjali z učinkom 
izbranih koncentracij (0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL) 
Bel18 po 20 min inkubaciji. Največja uporabljena koncentracija v kiveti je znašala 0,1 
mg/mL (oznaka 0,10 na grafu). 
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Slika 31: Primerjava odzivov ŽO po kumulativnem dodajanju Bel18 (P1) in inkubaciji z 
izbranimi koncentracijami Bel18 (P4). 
Bel18 smo dodajali v korakih po 0,01 mg/mL (P1). Nato smo ga primerjali z inkubiranimi 
koncentracijami (0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL) Bel18 
(P4). Največja koncentracija Bel18 je znašala 0,1 mg/mL (0,10 na grafu). 
 
Primerjava učinkov ginka po kumulativnem dodajanju (protokol 1) in po inkubaciji z 
izbranimi koncentracijami ginka (protokol 4) 
Preučevali smo akutni vpliv ginka na ŽO po kumulativnem dodajanju izvlečka (v korakih 
po 0,01 mg/mL: 0,01 mg/mL, 0,02 mg/mL, 0,03 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,05 mg/mL, 0,06 
mg/mL, 0,07 mg/mL, 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL in 0,1 mg/mL) in ga primerjali z učinkom 
izbranih koncentracij (0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL) 
ginka po 20 min inkubaciji. Največja uporabljena koncentracija v kiveti je znašala 0,1 
mg/mL (oznaka 0,10 na grafu). 
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Slika 32: Primerjava odzivov ŽO po kumulativnem dodajanju ginka (P1) in inkubaciji z 
izbranimi koncentracijami ginka (P4). 
Ginka smo dodajali v korakih po 0,01 mg/mL (P1). Nato smo ga primerjali z in inkubiranimi 
koncentracijami (0,02 mg/mL, 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL) ginka 
(P4). Največja koncentracija ginka je znašala 0,1 mg/mL (0,10 na grafu). Od leve proti desni: 
** na grafu predstavlja statistično značilno razliko (p=0,008) med odzivom ŽO po 
kumulativnem dodajanju in inkubaciji z ginkom, * predstavlja statistično značilno razliko 
(p=0,018) med odzivom ŽO po kumulativnem dodajanju in inkubaciji z ginkom, * 
predstavlja statistično značilno razliko (p=0,010) med odzivom ŽO po kumulativnem 
dodajanju in inkubaciji z ginkom. 
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5 RAZPRAVA 
Namen magistrske naloge je bil določiti učinek izvlečkov iz vej bele jelke na delovanje 
človeških možganskih arterij. Njihov odziv na ŽO možganskih arterij še ni bil raziskan in 
opisan v znanstveni literaturi, saj gre za razmeroma nov izvleček, na katerem raziskave o 
sestavi in delovanju še potekajo. Mi smo prvi, ki smo se lotili raziskave izvlečka iz vej bele 
jelke na človeških žilah. V preteklosti sta že bili narejeni raziskavi z izvlečkom iz bele jelke 
na živalskih arterijah. Obe sta bili opravljeni na torakalnih aortah, prva na podganjih (40), 
druga pa na budrinih (37). Odziv izvlečkov smo primerjali s standardnim izvlečkom ginka. 
Predvidevali smo, da oba izvlečka iz vej bele jelke ŽO relaksirata ter na ta način povečata 
pretok krvi skozi možganske arterije, to pa deluje pozitivno na spomin in ostale kognitivne 
funkcije. Prav tako smo želeli določiti mehanizem delovanja izvlečkov iz vej bele jelke. 
Predvidevali smo, da je povezan z aktivacijo sistema eNOS, ker naj bi po tem mehanizmu 
žile relaksiral tudi ginko (41). 
Raziskavo smo delali po štirih različnih protokolih. V prvem protokolu smo preučevali 
akutne učinke izvlečkov na žilne obročke. Po podatkih o raziskavah opravljenih na 
obmorskem boru (Pinus pinaster), izvlečku s podobno sestavo, smo sklepali, da se bodo ŽO 
po dodatku izvlečkov relaksirali (42). Z drugim protokolom smo poskušali določiti 
mehanizem delovanja, tako da smo ŽO predhodno inkubirali z L-NNA, ki blokira delovanje 
sistema eNOS. S tretjim protokolom smo poskušali ugotoviti vpliv izvlečkov iz vej bele 
jelke na dodatek histamina, ki je mediator vnetja. Poskušali smo dokazati, da dodatek 
izvlečkov zavre delovanje histamina ter s tem tudi zavira vnetne odzive v možganih. V 
četrtem protokolu smo žilne obročke predhodno inkubirali z izvlečki ter spremljali njihov 
odziv v primerjavi z akutnimi učinki.  
5.1 AKUTNI UČINKI IZVLEČKOV PO KUMULATIVNEM DODAJANJU (P1) 
Akutni učinek Bel17 na ŽO po kumulativnem dodajanju se je pokazal kot relaksacija ŽO. 
Relaksacija se je začela pri koncentracijah izvlečka višjih od 0,05 mg/mL, pri nižjih 
koncentracijah pa je potekala kontrakcija ŽO. Največji odstotek relaksacije je znašal 15,3% 
pri koncentraciji 0,1 mg/mL. Rezultat je bil pričakovan, čeprav smo menili, da se bo 
relaksacija začela že pri nižjih koncentracijah. Kljub temu, da je bila pri nižjih koncentracijah 
dodana majhna količina izvlečka (dodajali smo desetkrat po 10 μL) lahko trdimo, da je bil 
prisoten učinek na ŽO že od samega začetka, ker je po prvem dodatku izvlečka vazomocija 
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povsem ponehala. Ta se je v naši raziskavi pojavljala spontano ali pa je bila inducirana z 
dodatkom KCl. Če se je kmalu po začetku poskusa vazomocija pojavila, smo smatrali, da so 
ŽO v dobrem stanju in da se bodo kasneje odzivali na dodane reagente in izvlečke (vsi ŽO 
so se nato odzvali na dodatek). V primeru, da se vazomocija ni pojavila, se je v nadaljevanju 
poskusa izkazalo, da se noben od ŽO ni odzval na začetno stimulacijo s KCl in kasneje še 
na histamin. Takrat smo poskus ustavili in zavrgli ŽO.  
V študiji opravljeni na izoliranih podganjih torakalnih aortah so ŽO predhodno skrčili s 
fenilefrinom. Po dosegu platoja so osemkrat kumulativno dodali izvleček iz debla bele jelke, 
v intervalih na 2 minuti. Koncentracije so znašale 0,01-1,000 μg/L. Odstotek relaksacije so 
izračunali po vsakem dodatku. Sposobnost relaksacije ŽO podganjih torakalnih aort z 
ohranjenim endotelijem se je bistveno povečala z naraščajočimi koncentracijami dodanega 
izvlečka in dosegla 57% relaksacijo pri najvišji dodani koncentraciji (40). Če primerjamo 
obe raziskavi, so se pri naši ŽO začeli relaksirati pri koncentracijah Bel17 višjih od 0,05 
mg/mL, pri zgoraj omenjeni raziskavi pa je bila relaksacija prisotna že od začetka in je 
znašala 57% pri največji dodani koncentraciji 1,0 mg/L, medtem ko so naši ŽO dosegli 
15,3% relaksacijo pri 0,1 mg/mL. Pri obeh raziskavah smo dokazali, da izvlečka relaksirata 
ŽO. Naša raziskava je potekala na izoliranih človeških možganskih arterijah, medtem ko so 
Drevenšek in sodelavci poskuse opravljali na izoliranih podganjih torakalnih aortah. Naši 
vzorci so bili vzeti in uporabljeni največ 48 ur post mortem, medtem ko so bili podganji 
vzorci uporabljeni takoj po usmrtitvi živali. Predvidevamo, da bi naši ŽO dosegli mnogo 
večji odstotek relaksacije, če bi ŽO uporabili takoj po smrti, saj je takrat število vazoaktivnih 
receptorjev mnogo višje kot nekaj dni potem. Prav tako imajo podganje torakalne aorte več 
GMC kot človeške možganske arterije. Pred dodatkom izvlečka so ŽO predhodno skrčili s 
fenilefrinom, mi pa smo začeli z dodajanjem izvlečka brez predhodne skrčitve ŽO. 
V primerjavi z Bel17 se je po kumulativnem dodajanju izvlečka ginka pokazala kontrakcija 
ŽO. Kontrakcija je bila prisotna pri vseh dodanih koncentracijah in je naraščala linearno. 
Statistično značilna razlika med obema izvlečkoma se je pojavila pri koncentraciji 0,1 
mg/mL, čeprav je Bel17 v glavnem sprožil relaksacijo, ginko pa popolno kontrakcijo ŽO. 
Kontrakcija ŽO pri ginku je bila nepričakovana, sodeč po nešteto raziskavah opravljenih v 
preteklosti. V študiji narejeni na izoliranih podganjih torakalnih aortah so merili relaksacijski 
učinek standardnega izvlečka ginka EGb 761®  po kumulativnem dodajanju koncentracij od 
6,4 do 200 μg/mL in predhodni kontrakciji s fenilefrinom. EGb 761®  je na ŽO dosegel 
koncentracijsko odvisno relaksacijo ŽO z ohranjenim endotelijem z maksimalno relaksacijo 
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50% pri koncentraciji 200 μg/mL. EGb 761® ni dosegel relaksacije pri odstranjenem 
endoteliju, kar kaže ne endotelijsko odvisno relaksacijo ŽO (41). Za razliko od te študije je 
bila naša raziskava opravljena na izoliranih človeških možganskih arterijah, natančneje 
arterijah Willisovega kroga. Ob pregledu literature smo ugotovili, da so poskuse z ginkom 
večinoma opravljali na izoliranih torakalnih aortah ali na mezenteričnih arterijah. Tudi pri 
našem poskusu smo uporabili standarden izvleček ginka EGb 761®, vendar je bila največja 
dodana koncentracija 0,1 mg/mL (pri zgornjem poskusu pa 0,2 mg/mL). Možno je, da bi se 
naši ŽO začeli relaksirati, če bi nadaljevali z dodajanjem izvlečka vsaj do koncentracije 0,2 
mg/mL, vendar pa bi bile te koncentracije že precej višje, kot lahko pričakujemo, da so realne 
koncentracije ob terapevtski uporabi. Priprava izvlečkov (ginko, Bel17 in Bel18) pred 
dodatkom v kiveto je bila popolnoma enaka.  
Akutni učinek Bel18 po kumulativnem dodajanju je pokazal relaksacijo ŽO. Relaksacijski 
učinek se je pri Bel18 pokazal pri koncentracijah višjih od 0,02 mg/mL, pri Bel17 pa pri 
koncentracijah višjih od 0,05 mg/mL. Relaksacijski učinek je višji pri Bel18, statistično 
značilna razlika med izvlečkoma se je pojavila med 0,04 in 0,09 mg/mL, medtem ko je bil 
odstotek relaksacije pri koncentraciji 0,1 mg/mL pri obeh izvlečkih popolnoma enak 
(15,3%). Razlika med obema izvlečkoma je bila v načinu sušenja in vsebnosti lignanov. Po 
analizah je vsebnost lignanov v Bel18 dvakrat večja kot pri ostalih serijah (Neobjavljeni 
podatki, Kreft S., 2018). Iz tega lahko sklepamo, da so za relaksacijski učinek obeh izvlečkov 
lahko odgovorni lignani ali sinergizem lignanov ter ostalih sestavin izvlečka. Čeprav je 
končni odstotek relaksacije enak pri obeh izvlečkih, se je sama relaksacija pri Bel18 začela 
že bistveno prej. Relaksacijski učinek na možganske arterije ima tudi izvleček iz lubja 
obmorskega bora (pod zaščitenim imenom Pycnogenol®) (42). Ta izvleček ima podobno 
sestavo kot izvlečka iz vej bele jelke, zato ga lahko smatramo kot ustrezno primerjavo.  
5.2 AKUTNI UČINKI IZVLEČKOV PO INKUBACIJI Z L-NNA IN 
KUMULATIVNEM DODAJANJU (P2) 
S tem protokolom smo želeli določiti možen mehanizem relaksacije človeških možganskih 
arterij pod vplivom obeh izvlečkov iz vej bele jelke. Dodatek L-NNA zavira delovanje 
sistema eNOS (43), tako da po dodatku spojin, ki relaksirajo ŽO s pomočjo eNOS, 
vazorelaksacija v večji meri ni prisotna. Po inkubaciji z L-NNA in kumulativnem dodajanju 
Bel17 so se začeli ŽO relaksirati od koncentracije 0,02 mg/mL dalje. Relaksacijski učinek 
je s koncentracijo naraščal in dosegel največji odstotek 11,4% pri koncentraciji 0,1 mg/mL. 
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Iz tega sklepamo, da mehanizem po katerem Bel17 relaksira ŽO ni značilno povezan z 
aktivacijo sistema eNOS. Naša pričakovanja so bila ravno nasprotna. Po sestavi oba izvlečka 
poleg ostalih komponent vsebujeta tudi flavonoide. V zdravih tkivih nekateri flavonoidi 
povečajo produkcijo NO v endotelijskih celicah (44). V raziskavi opravljeni na podganjih 
torakalnih aortah so prišli do zaključka, da je vazorelaksacijski učinek izvlečka iz debla bele 
jelke kombinacija antioksidativnega  učinka in aktivacije sistema eNOS. Dokazali so, da 
zaviranje sistema eNOS popolnoma zavre vazodilatacijske učinke izvlečka (40). Naša 
raziskava je bila opravljena na izoliranih človeških možganskih arterijah in ne na podganjih 
torakalnih aortah. Možganske arterije imajo v primerjavi z ostalimi arterijami tanjše žilne 
stene zaradi odsotnosti zunanje elastične lamine in manjšega števila GMC. Prav tako imajo 
različno sestavo receptorjev in ostalih mehanizmov za farmakološko modulacijo odziva (10). 
S tem je tudi odziv manjši. Lahko, da je mehanizem relaksacije le delno pogojen s sistemom 
eNOS, v večji meri pa z drugimi mehanizmi (PGI2, EDHF,…). V primerjavi z ginkom je 
podobno kot pri prejšnjem protokolu. Izvleček ginka po inkubaciji z L-NNA deluje 
kontraktilno na ŽO in s koncentracijo narašča linearno. Med ginkom in Bel17 se pojavi 
statistično značilna razlika med koncentracijama 0,06 in 0,1 mg/mL, kjer ginko ŽO krči , 
Bel17 pa jih relaksira. 
Bel18 je po dodatku L-NNA žilne obročke relaksiral že od začetne koncentracije naprej, 
podobno kot Bel17. Največji odstotek relaksacije je znašal 16,3% pri koncentraciji 0,1 
mg/mL. Tudi tukaj sklepamo, da mehanizem po katerem pride do relaksacije ni povezan s 
sistemom eNOS. Znanstveniki z Japonske so opravili študijo na zdravih mladih 
prostovoljcih, kjer so jim izmerili krvni pretok in vazodilatacijsko sposobnost arterij pred in 
po 2 tednih uživanja 180 mg dnevno izvlečka Pycnogenola® ali placeba. Krvni pretok so 
merili  na roki, natančneje med zapestjem in komolcem v enoti - mL/min na 100 mL tkiva. 
Skupini, ki je uživala Pycnogenol®, se je krvni pretok po 2 tednih povečal iz 13,1 ± 7,0 na 
18,5 ± 4,0 mL/min na 100 mL tkiva (p<0,05). Potem so skupinama dodali še zaviralec 
sistema eNOS, ki je v skupini s Pycnogenolom® znižal predhodno povečan pretok krvi. 
Raziskovalci so prišli do zaključka, da je Pycnogenol® vplival na povečan pretok krvi v 
povezavi s povečanim nastankom dušikovega oksida (45). 
5.3 VPLIV UČINKA HISTAMINA PRED IN PO INKUBACIJI Z IZVLEČKI (P3) 
Po dodatku histamina so se pri Bel17 po inkubaciji ŽO sprva bolj kontrahirali kot pred 
inkubacijo. Pri 0,02 in 0,04 mg/mL je bila kontrakcija s histaminom po inkubaciji večja kot 
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pred inkubacijo. Nato je z naraščajočo koncentracijo kontrakcija padala in pri 0,01 mg/mL 
je bila manjša kot pred inkubacijo. Sklepamo, da Bel17 zavira delovanje histamina. V 
prihodnjih raziskavah bi lahko dokazali, da izvleček zavira sproščanje samega histamina iz 
celic, ter tako dokazali njegovo vlogo pri zaviranju vnetnih procesov pri katerih je histamin 
eden izmed glavnih mediatorjev. Pycnogenol® je izvleček iz lubja obmorskega bora (Pinus 
pinaster) in vsebuje bioflavonoide, ki so učinkoviti lovilci prostih radikalov. Raziskava s 
Pycnogenolom® kot zaviralcem sproščanja histamina je bila opravljena na izoliranih 
podganjih mastocitih potrebušnice. Rezultati raziskave so pokazali, da Pycnogenol® 
učinkovito zavira sproščanje histamina iz mastocitov (46).  
V primerjavi z Bel17, je bila kontrakcija s histaminom po inkubaciji z ginkom večja kot pred 
inkubacijo pri koncentracijah 0,04 mg/mL, 0,06 mg/mL, 0,08 mg/mL in 0,1 mg/mL. Pri 
ostalih koncentracijah pa je bila kontrakcija s histaminom manjša kot pred inkubacijo. Iz 
tega lahko sklepamo, da ginko manj zavira delovanje histamina kot Bel17.  
V primerjavi med obema izvlečkoma iz vej bele jelke lahko vidimo, da Bel18 bolj zavira 
delovanje histamina kot Bel17. V vseh inkubiranih koncentracijah histamin pri Bel18 po 
inkubaciji manj krči ŽO kot pred inkubacijo v primerjavi z Bel17. Slednje bi lahko zopet 
pripisali večji vsebnosti lignanov v izvlečku Bel18, ki bi lahko v kombinaciji s flavonoidi 
zavirali vezavo histamina na receptor ter tako izzvali manjšo krčitev ŽO.  
5.4 UČINKI IZVLEČKOV PO INKUBACIJI Z IZBRANIMI KONCENTRACIJAMI 
(P4) 
V tem protokolu smo proučevali največji odziv, ki ga lahko izvlečki dosežejo po inkubaciji. 
V nadaljevanju bomo odzive inkubiranih koncentracij izvlečkov primerjali z akutno 
dodanimi koncentracijami. V primerjavi Bel17 in ginka lahko trdimo, da je zaradi oblike 
obeh krivulj na grafu (slika 25) učinek izvlečkov simetričen. Poleg simetrije na grafu tudi 
vidimo, da se odziv kaže v U (ginko) in narobe obrnjeni U (Bel17) krivulji, ker Bel17 sprva 
krči ŽO, nato pa od koncentracije 0,04 mg/mL dalje sledi relaksacija, ki v nadaljevanju 
poskusa narašča s koncentracijo ter doseže največji odstotek 14,7% pri 0,1 mg/mL. Pri ginku 
pa sledi po začetni kontrakciji relaksacija pri koncentraciji 0,04 mg/mL, nato pa ponovna 
kontrakcija ŽO, ki narašča s koncentracijo.  
Bel18 v vseh inkubiranih koncentracijah doseže večji odstotek relaksacije kot Bel17. 
Največja relaksacija (24% pri Bel18 in 14,7% pri Bel17) je bila dosežena pri koncentraciji 
0,1 mg/mL, vendar statistično značilne razlike nismo uspeli dokazati. Dolgotrajno uživanje 
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obeh izvlečkov bi lahko imelo pomemben vpliv na izboljšanje kognitivnih funkcij. V 8-
tedenski študiji opravljeni na zdravih študentih so pokazali, da je Pycnogenol® - izboljšal 
pozornost, spomin, izvršilne funkcije in razpoloženje (47). Prav tako so v pilotni študiji na 
zdravih prostovoljcih starih 35-55 let dokazali, da Pycnogenol® pomembno vpliva na 
kognitivne funkcije in pozornost (48). V prihodnjih raziskavah na izvlečkih iz vej bele jelke 
bi lahko ugotavljali vpliv izvlečkov na izboljšanje spomina ali pa poustvarili katero od 
zgornjih raziskav, opravljenih s Pycnogenolom®. 
5.5 UČINKI IZVLEČKOV PO KUMULATIVNEM DODAJANJU (P1) V 
PRIMERJAVI Z UČINKI IZVLEČKOV PO INKUBACIJI Z L-NNA IN 
KUMULATIVNEM DODAJANJU (P2) 
Pri Bel17 primerjava med obema protokoloma kaže na to, da mehanizem relaksacije ni 
značilno povezan s sistemom eNOS. Na grafu (slika 27) je razvidno, da po inkubaciji z L-
NNA izvleček Bel17 relaksira ŽO že od začetnih koncentracij dalje, medtem ko se po 
kumulativnem dodajanju relaksacija začne od koncentracije 0,05 mg/mL dalje. 
Relaksacija se pri Bel18 začne že pri 0,01 mg/mL in narašča linearno s koncentracijo. 
Krivulji obeh protokolov se skoraj popolnoma ujemata, kar kaže na to, da sistem eNOS pri 
tem mehanizmu relaksacije ne igra večje vloge.  
Pri ginku se med obema protokoloma sicer pokaže razlika in sicer v tem, da po inkubaciji z 
L-NNA ginko manj krči ŽO, kot pa samo po kumulativnem dodajanju. Statistično značilne 
razlike nismo uspeli dokazati, če pa gledamo po odstotkih, razlika med protokoloma ni 
velika. 
5.6 UČINKI IZVLEČKOV PO KUMULATIVNEM DODAJANJU (P1) V 
PRIMERJAVI Z UČINKI IZVLEČKOV PO INKUBACIJI Z IZBRANIMI 
KONCENTRACIJAMI (P4) 
Preučevali smo razliko med akutnim učinkom Bel17, preučevanem v protokolu 1 in učinki 
Bel17 po inkubaciji, ki smo jih izvedli v protokolu 4. Želeli smo ugotoviti, ali se pojavi 
razlika med akutnim učinkom izvlečkov in inkubiranimi koncentracijami Bel17. Statistično 
značilne razlike nismo dokazali, zato lahko sklepamo, da med akutnim učinkom in učinkom 
po inkubaciji ni razlik. Odstotek relaksacije Bel17 pri končni koncentraciji 0,1 mg/mL je 
približno enak pri obeh protokolih (15,3% pri protokolu 1 in 14,7% pri protokolu 4). 
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Bel18 pri obeh protokolih dosega enake odstotke relaksacije, razen pri koncentraciji 0,1 
mg/mL je razlika malo večja (15,3% pri protokolu 1 in 24% pri protokolu 4), vendar ni 
statistično značilna. Tudi tukaj lahko sklepamo, da med akutnim učinkom in učinkom po 
inkubaciji ni razlik.  
Po inkubaciji z ginkom je bil odstotek kontrakcije mnogo višji kot pri kumulativnem 
dodajanju. Tukaj lahko trdimo, da obstaja razlika med obema protokoloma. Statistično 
značilno razliko smo uspeli dokazati med koncentracijami 0,02 in 0,06 mg/mL. 
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6 SKLEP 
Glede na rezultate naše raziskave lahko z gotovostjo zaključimo: 
 Oba izvlečka iz vej bele jelke (Abies alba) relaksirata žilne obročke izoliranih 
človeških možganskih arterij v nasprotju z izvlečkom ginka, ki jih krči. 
 Bel18 ima večjo sposobnost relaksacije kot Bel17. 
 Mehanizem, po katerem izvlečka relaksirata žilne obročke ni značilno povezan s 
sistemom eNOS. 
 Izvlečka bi lahko imela pomemben vpliv pri zaviranju vnetja. Po inkubaciji z 
izvlečkoma je bila kontrakcija s histaminom mnogo manjša kot pred inkubacijo. 
Možno je, da izvleček prepreči vezavo histamina na receptor in s tem njegov učinek 
na celice. V povezavi s histaminom in izvlečkom iz vej bele jelke (Abies alba) bi bilo 
smiselno opraviti še dodatne raziskave. 
 Med akutnimi odzivi in odzivi žilnih obročkov po inkubaciji obeh izvlečkov (Bel17 
in Bel18) ni statistično značilnih razlik. 
 
Najpomembnejši zaključek naše raziskave je, da izvlečka iz vej bele jelke (Bel17 in Bel18) 
relaksirata možganske arterije. Pri relaksaciji možganskih arterij se pretok krvi skozi 
možgane poveča in tako ugodno deluje na spomin in ostale kognitivne funkcije. V 
prihodnosti bi lahko izvlečka imela pomembno vlogo pri zdravljenju in preprečevanju 
cerebrovaskularnih bolezni. 
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